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OF AQUAS PIRILLUM MAGNETOTACTICUM
by
Kevin Allen S h o r t  
Un iv er s i t y  o f  New Hampshire, September,  1987
L i t t l e  i s  known concerning t h e  physiology o f  
o b l i g a t e  m i c r o a e r o p h i l e s . This t h e s i s  d e s c r ib e s  
r e s e a r c h  aimed a t  f u r t h e r i n g  our unders tanding  o f  the  
o b l i g a t e l y  m i c ro a e ro p h i l ic  n a tu r e  o f  the  magnet ic  
d i a z o t r o p h ic  d e n i t r i f i e r ,  A q u a s p i r i l l  urn magnetotac t icum. 
Included  are s t u d i e s  o f  iron r e s p i r a t i o n - d r i v e n  proton 
t r a n s l o c a t i o n ,  o f  microaerobic  d e n i t r i f i c a t i o n  and 
a s s o c i a t e d  NOg t o x i c i t y ,  and o f  exp re s s io n  and c e l l u l a r  
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K o n e t z k a .  1 9 7 8 ) .  T h e r e  i s  b u t  o n e  s p e c i e s  i n  p u r e  
c u l t u r e -  t h e  o b l i g a t e l y  m i c r o a e r o p h i l i c  d i a z o t r o p h i c  
d e n i t r i f i e r  A a u a S £ i r i l l i i f f l  J B a £ H £ ta i a s t i f i u f l  ( B l a k e m o r e  e t  
a l .  1 9 7 9 ) .  F r a n k e l  e t  a l .  (1 979)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
c e l l s  o f  JU m a g n f i i f i ta a i i f i s i f f l  c o n t a i n  m a g n e t i t e  ( F e g Oj j ) .
At  t h e  1980  D a h l e m  C o n f e r e n c e  on  M i n e r a l  D e p o s i t  a n d  t h e  
E v o l u t i o n  o f  t h e  B i o s p h e r e ,  B r o c k  l a m e n t e d  t h e  f a c t  t h a t  
" t h e r e  a r e  no  m i c r o b i a l  s t r u c t u r e s  t h a t  c a n  be  u n e q u i v o ­
c a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  0 ^  e v o l u t i o n " .  I n  c h a p t e r  o n e  o f  
t h i s  t h e s i s -  Microaerophilic Conditions are Required for
( B l a k e m o r e ,  S h o r t ,  B a z y l i n s k i ,  R o s e n b l a t t ,  a n d  
F r a n k e l , 1 9 8 5 .  G e o m i c r o b i o 1.  J .  4 : 5 3 - 7 1 )  i t  i s  p r o p o s e d  
t h a t  b i o g e n i c  m a g n e t i t e  p a r t i c l e s  ma y  c o m p r i s e  a  h i g h l y  
s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  E a r t h ' s  
o x i d i z i n g  a t m o s p h e r e .  T h e r e f o r e ,  t h i s  i n t r o d u c t i o n  
i n c l u d e s  a b r i e f  d i s c u s s i o n  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f
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E a r t h ' s  o x i d i z i n g  a t m o s p h e r e  a n d  t h e  e v o l u t i o n  o f  
o x i d a t i v e  r e s p i r a t o r y  m e t a b o l i s m  s o m e  2 - 3  b i l l i o n  
y e a r s  b e f o r e  p r e s e n t  ( Ga ;  g i g a  a n n i )  a s  t h e s e  e v e n t s  a r e  
c u r r e n t l y  t h o u g h t  t o  h a v e  o c c u r r e d .
G e o l o g i c a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  
o x i d i z i n g  a t m o s p h e r e  i s  p r e s e r v e d  i n  b a n d e d  i r o n  
f o r m a t i o n s  ( B I F ' s ) ;  r o c k s  c o n s i s t i n g  o f  a l t e r n a t i n g  
b a n d s  o f  o x i d i z e d  a n d  r e d u c e d  Fe c o m p o u n d s .  The  r a t i o  
o f  o x i d i z e d  Fe  t o  t o t a l  Fe  i n  B I F ' s  i s  0 - 3 1 - 0 . 5 8  
( G o l e  a n d  K l e i n ,  1 9 8 1 )  w i t h  p r i m a r y  m i n e r a l o g i c a 1 
c o m p o n e n t s  o f  q u a r t z  ( S i O j ) ,  m a g n e t i t e  ( FeO F e 2 C>2 ) 
h e m a t i t e  ( F e 2 0 j )  a n d  s i d e r i t e  ( Fe CO^)  ( W a l k e r  e t  a l .
1 9 8 3 ) .  The m o s t  a n c i e n t  B I F ' s  w e r e  f o r m e d  3. 8 Ga,  b u t  
t h e  v a s t  m a j o r i t y  w e r e  f o r m e d  b e t w e e n  2 . 7  a n d  1 . 7  G a ,  a t  
w h i c h  t i m e  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  s t a b l e  o c e a n i c  a n d  
a t m o s p h e r i c  e n v i r o n m e n t s  w e r e  e s t a b l i s h e d  ( C l o u d .  1 9 7 2 ;
1 9 7 3 ) .  C a i r n s - S m i t h  ( 1 9 7 8 )  a n d  o t h e r s  ( W a l k e r ,  1 9 8 0 ;  
C a r v e r ,  1 9 8 1 ) ,  r a i s e d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  d i r e c t  p h o t o ­
d i s s o c i a t i o n  o f  w a t e r  v a p o r  o r  s e a w a t e r  w a s  a p o s s i b l e  
a b i o t i c  s o u r c e  o f  a t m o s p h e r i c  Oj -  I t  i s  w i d e l y  
b e l i e v e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  a n c i e n t  c o l o n i e s  o f  p h o t o ­
s y n t h e t i c  c y a n o b a c t e r i a ,  now p r e s e r v e d  a s  s t r o m a t a l i t e s  
( G u r i n ,  1 9 8 0 ;  N a g y ,  1 9 8 3 ;  W a l t e r ,  1 9 8 3 ;  S c h o p f  a n d  
W a l t e r ,  1 9 8 3 )  w e r e  a l m o s t  s o l e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  0g t o  t h e  e n v i r o n m e n t .
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O x i d i z e d  Fe  ( F e 3 + ) ,  N <NOg ~ ,  N0 2 “ ) ,  S ( S O j , 2 - , S O g 2 - ) 
Mn ( M n ^ + , Mn3 + ) a n d  0 2 b e c a m e  a v a i l a b l e  s i m u l t a n e o u s l y  
w i t h ,  o r  j u s t  p r i o r  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  o x i d i z i n g  
a t m o s p h e r e  ( C h a p m a n  a n d  R a g a n ,  1 9 8 0 ) .  B a c t e r i a  w i t h  
p r e - e x i s t i n g  p r o t o n - t r a n s l o c a t i n g  A T P a s e s ,  f u n c t i o n i n g  
p e r h a p s  t o  r i d  c e l l s  o f  f e r m e n t a t i o n  a c i d s ,  a n d  p r o t o n -  
t r a n s l o c a t i n g  e l e c t r o n - t r a n s p o r t  c h a i n s ,  p e r h a p s  
f u n c t i o n i n g  p r e v i o u s l y  i n  f u m a r a t e  r e d u c t i o n  ( G a r l a n d ,
1 9 8 1 ) ,  e v o l v e d  m e c h a n i s m s  f o r  g e n e r a t i n g  a  p r o t o n  m o t i v e  
f o r c e  ( M i t c h e l l  1 9 6 1 ,  1 9 6 6 )  by  r e d u c i n g  t h e s e  a v a i l a b l e
o x i d i z e d  s u b s t r a t e s  a s  t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r s .  
B a c t e r i a  h a v e  e v o l v e d  r e s p i r a t o r y  c h a i n s  b r a n c h e d  
( S m i t h ,  1 9 6 8 ;  W h i t e  a n d  S i n c l a i r ,  1 9 7 1 )  a t  t h e  p r i m a r y  
d e h y d r o g e n a s e  ( J o n e s ,  1 9 7 7 ) ,  q u i n o n e s  ( M i t c h e l l .  1 9 7 5 )  
o r  a t  t h e  c h a i n  t e r m i n u s  ( J o n e s ,  1 9 8 2 ) .  A b r a n c h e d  
c h a i n  a l l o w e d  b a c t e r i a  t o  u t i l i z e  o n e  o r  m o r e  t e r m i n a l  
e l e c t r o n  a c c e p t o r  s p e c i e s .  T h u s ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  
b a c t e r i a  c a p a b l e  o f  r e s p i r i n g  w i t h  F e 3 + , NOg- ,
N02 ” , Mn^ + , Mn^ + , S O ^ - , SOg ^ "  a n d  0 2 f i r s t  e v o l v e d  
d u r i n g  t h e  s a m e  p e r i o d  i n  w h i c h  B I F ’ s w e r e  f o r m e d .
As  p r o p o s e d  b y  K a r l i n  e t  a l .  ( 1 9 8 7 ) ,  b a c t e r i a l  
m a g n e t i t e  may be  a m e t a b o l i c  b y - p r o d u c t  o f  c e l l ' s  u s e  o f  
Fe r e d o x  t r a n s i t i o n s  i n  e n e r g y  t r a n s f o r m a t i o n .  B a c t e r i a l  
e n e r g y  c o n s e r v a t i o n  ( p h o s p h a t e  e s t e r i f i c a t i o n )  i s  a c c o m ­
p l i s h e d  e i t h e r  d i r e c t l y  b y  s u b s t r a t e  l e v e l  p h o s p h o r y ­
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l a t i o n  o r  i n d i r e c t l y  v i a  c h e m i o s m o s i s  ( T h a u e r  e t  a l .  
1 9 7 7 ) .  The  c h e m i o s m o t i c  h y p o t h e s i s ,  p r o p o s e d  b y  
M i t c h e l l  i n  1961  t o  d e s c r i b e  o x i d a t i v e  a n d  p h o t o s y n ­
t h e t i c  p h o s p h o r y l a t i o n ,  h a s  3 p r i m a r y  r e q u i r e m e n t s ;  ( a )  
t h e  p r e s e n c e  o f  a p r o t o h - t r a n s l o c a t i n g  r e d o x  s y s t e m ,  ( b)  
a  p r o t o n - t r a n s l o c a t i n g  ATP p h o s p h o h y d r o l a s e .  a n d  ( c )  a 
p a s s i v e  c o u p l i n g  m e m b r a n e  i m p e r m e a b l e  t o  i o n s ,  p a r t i ­
c u l a r l y  t o  H+ a n d  OH",  e x c e p t  v i a  s p e c i f i c  e x c h a n g e -  
d i f f u s i o n  s y s t e m s  i n c l u d i n g  t h e  H+ - t r a n s l o c a t i n g  A T P a s e  
( J o n e s ,  1 9 8 2 ) .  The t r a n s m e m b r a n e  e l e c t r o c h e m i c a l  
p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  o r  p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  ( PMF) ,  
m e a s u r e d  i n  m V, h a s  b o t h  a n  e l e c t r i c a l  ( AY")  a n d  
c h e m i c a l  p o t e n t i a l  ( A  pH) c o m p o n e n t .
PMF = AY" -  2 . 3 0 3  RT/ F  ( p H o u t - p H i n )
B a c t e r i a l  r e s p i r a t i o n ,  t h e r e f o r e ,  i n v o l v e s  
s u b s t r a t e  o x i d a t i o n  w i t h  e l e c t r o n s  p a s s i n g  v e c t o r i a l l y  
f r o m  r e d o x  c a r r i e r s  o f  h i g h  t o  l o w  e l e c t r o n e g a t i v i t y .  
T h i s  e l e c t r o n  " f l o w "  e n d s  w i t h  r e d u c t i o n  o f  a  t e r m i n a l  
e l e c t r o n  a c c e p t o r ,  a n d  i s  c o u p l e d  a t  d i s c r e t e  s i t e s  t o  
t r a n s l o c a t i o n  o f  p r o t o n s  t o  t h e  c e l l  e x t e r i o r  ( S c h o l e s  
a n d  M i t c h e l l ,  1 9 7 0 ) .  P r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  m a i n t a i n s  t h e  
t h e  e l e c t r o c h e m i c a l  g r a d i e n t  o f  H i o n s .  P r o t o n  
t r a n s l o c a t i o n  m e a s u r e m e n t s  ( S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l ,  1 9 7 0 )  
h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  t o  a s s e s s  b a c t e r i a l  r e s p i r a t i o n  
w i t h  d i v e r s e  o x i d a n t s .  I n  t h e o r y ,  t e r m i n a l  r e s p i r a t o r y  
c h a i n s  a r e  c o m p o s e d  o f  a s e r i e s  o f  u s u a l l y  2 t o  4 p r o t o n
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t r a n s l o c a t i n g  l o o p s .  The  n u m b e r  o f  p r o t o n s  t r a n s l o c a t e d  
p e r  g r a m  a t o m  o x i d a n t  i s  t h e r e f o r e  d e p e n d e n t  o n  t h e  
n u m b e r  o f  l o o p s  p r o c e e d i n g  t h e  t e r m i n a l  e l e c t r o n  
a c c e p t i n g  e n z y m e  ( a n  o x i d o - r e d u c t a s e )  a n d  o n  t h e  n u m b e r  
o f  e l e c t r o n s  t h e  o x i d a n t  s p e c i e s  w i l l  c o n s u m e .  By 
c o l l a p s i n g  t h e  c h e m i c a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  PMF ( w i t h  a 
p e r m e a n t  i o n )  t h e  r a t e  o f  e x t r a c e l l u l a r  a c i d i f i c a t i o n  by  
w h o l e  c e l l s  i s  e x t r e m e l y  r a p i d  a n d  m a t c h e s  t h e  r a t e  o f  
r e s p i r a t i o n  ( S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l ,  1 9 7 0 ,  J o n e s .  1 9 8 2 ) .  
R e s p i r a t i o n  w i t h  O2 , Fe^  + , o r  NO^-  i n v o l v e s  a t e r m i n a l  
r e s p i r a t o r y  c h a i n  w h i c h  ma y  d i f f e r  i n  c y t o c h r o m e  
c o m p o s i t i o n ,  b u t  w h i c h  t e r m i n a t e s  w i t h  o n e  o r  m o r e  
s p e c i f i c  r e d u c t a s e s  ( e . g .  NO^-  o r  F e ^ + r e d u c t a s e )  o r  
c y t o c h r o m e  c o x i d a s e s  ( . 0 ^  r e d u c t a s e ) .
C e l l s  c a p a b l e  o f  m a i n t a i n i n g  a  p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  
by  d i s p o s a l  o f  e l e c t r o n s  t o  f e r r i c  i r o n  s h o u l d ,  
t h e r e f o r e ,  e x h i b i t  p r o t o n  p u l s e s  w h e n  p r e s e n t e d  w i t h  
t h i s  p o t e n t i a l  o x i d a n t .
Chapter two of this thesis. Iron respiration-driven 
proton tran3location in aerobic bacteria (Short and 
Blakemore, 1 9 8 6 ,  J .  Bacteriol. 167:729-731) presents 
evidence for proton translocation by magnetic cells of 
A. maeDfiifitaaiisua when provided with the oxidant iron 
(Fe^+). Cells of a non-magnetic aerotolerant strain did 
not exhibit iron-driven proton translocation, although
5
c e l l s  o f  e a c h  s t r a i n  t r a n s l o c a t e d  p r o t o n s  w h e n  p r o v i d e d  
O2 o r  N O g " .
E s  E S a B .ix ;a i i2 E : Fe r e d u c t i o n  by  b a c t e r i a  c a n  be  e i t h e r
a s s i m i l a t o r y  o r  d i s s i m i l a t o r y .  A s s i m i l a t o r y  u s e s  
i n c l u d e  s y n t h e s i s  o f  h e m e s  ( D a i l e y  a n d  L a s c e l l e s ,  1 9 7 4 ,  
1 9 7 7 ;  Moody  a n d  D a i l e y ,  1 9 8 5 ) ,  n o n - h e m e  Fe p r o t e i n s ,
N O g -  r e d u c t a s e ,  n i t r o g e n a s e ,  a n d  h y d r o g e n a s e s  ( N e i l a n d s ,
1 9 7 4 ) .
D i s s i m i l a t o r y  Fe r e d u c t i o n  c o u l d  s e r v e  a s  a m e a n s  
o f  r e g e n e r a t i n g  NAD, w i t h  F e  f u n c t i o n i n g  a s  a H 
s i n k  ( J o n e s  e t  a l .  1 9 8 3 ) ,  o r  a s  a d i r e c t  m e a n s  o f  e n e r g y  
c o n s e r v a t i o n ,  w i t h  Fe a s  t h e  t e r m i n a l  e l e c t r o n  
a c c e p t o r  ( J o n e s ,  1 9 8 2 ) .  J o n e s  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h a t  
Fe  r e d u c t i o n  b y  a  _V.ifeE.i2 s p .  c l o s e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  
g r o w t h .  I n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  i n h i b i t o r s  o f  e l e c t r o n  
t r a n s p o r t .  NOg-  r e d u c t a s e ,  AT P a s e  a n d  i o n o p h o r e s  
r e d u c e d  t h e  y i e l d  o f  F e ‘? + , a l t h o u g h  r o t e n o n e  a n d  
a n t i m y c i n  A d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a c t i v i t y  o f  w h o l e  c e l l s .  
The  a u t h o r s  o b s e r v e d  no  i n c r e a s e  i n  m o l a r  g r o w t h  y i e l d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  F e ^ + a n d  p r o p o s e d  t h a t  c e l l s  u s e d  
Fe  a s  a  H s i n k  t o  a l l o w  r e g e n e r a t i o n  o f  NAD.
As e a r l y  a s  1 9 4 7 ,  R o b e r t s  h a d  r e p o r t e d  t h a t  g l u c o s e  
f e r m e n t a t i o n  r a t e  by  J 3 a c i l i l l . £  w a s  d o u b l e d  ( a n d
l e s s  H2  p r o d u c e d )  w h e n  i n s o l u b l e  FeOH w a s  i n c l u d e d  i n  
t h e  g r o w t h  m e d i u m .  B r o m f i e l d  ( 1 9 5 4 )  f o u n d  c e l l s  o f  £*.
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f i i r s u l a B S  r e d u c e d  Fe  d u r i n g  g r o w t h  a n d  a p p e a r e d  t o  
m e d i a t e  r e d u c t i o n  v i a  a  d e h y d r o g e n a s e  s i n c e  r e d u c t i o n  
w a s  n o t  i n h i b i t e d  by  t h e  r e s p i r a t o r y  i n h i b i t o r s  CN“ o r  
Ng.  C e l l s  o f  iJi2E222££112 lasilliiiBlia c o n s u m e d  Hg 
w h i l e  r e d u c i n g  Fe  ( W o o l f o l k  a n d  W h i t e l y ,  1 9 6 2 ) .
B a l a s h o v a  a n d  Z a v a r z i n  ( 1 9 8 0 )  i s o l a t e d  a f a c u l ­
t a t i v e l y  a n a e r o b i c  p s e u d o m o n a d  c a p a b l e  o f  r e d u c i n g  F e  
w i t h  Hg. The  b a c t e r i u m  r e d u c e d  F e ( 0 H ) g ,  NOg" a n d  NOg" .  
Bo t h  NOg" a n d  F e 2+ i n h i b i t e d  g r o w t h .
C r i t i c i s m s  t h a t  Fe r e d u c t i o n  i s  s t r i c t l y  a 
s e c o n d a r y  r e s u l t  o f  f e r m e n t a t i o n  o r  l o w e r e d  r e d o x  
p o t e n t i a l ,  w e r e  r e f u t e d  b y  Munc h  a n d  O t t o w  ( 1 9 8 2 )  i n  
s t u d i e s  w i t h  C l a s i r i d i u a  f e u iy c is s iB  a n d  JEL p 2 l .y 111.y2 a  
a n d  l a t e r  b y  J o n e s  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  i n  s t u d i e s  w i t h  a 
I i b c i 2  s p .  a n d  b y  T u g e l  e t  a l .  ( 1 986  ) i n  w h i c h  i t  w a s  
d e m o n s t r a t e d  ( b y  e n c l o s i n g  t h e  Fe i n  a  d i a l y s i s  b a g )  
t h a t  c e l l - F e  c o n t a c t  w a s  n e c e s s a r y  f o r  F e  r e d u c t i o n  
t o  o c c u r .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  t h a t  
t h e  r a t e  a n d  e x t e n t  o f  b a c t e r i a l  Fe r e d u c t i o n  d e p e n d s  
o n  t h e  f o r m  o f  t h e  f e r r i c  i r o n  a v a i l a b l e  t o  c e l l s .  
A m o r p h o u s  f e r r i c  i r o n  i s  m o r e  r e a d i l y  r e d u c e d  t h a n  i s  
c r y s t a l l i n e  f e r r i c  i r o n .  F o r  e x a m p l e  i r o n  p h o s p h a t e  
(FePOj j . l lHgO)  a n d  i r o n  h y d r o x i d e  ( Fe ( OH) g )  a r e  r e d u c e d  
m o r e  e a s i l y  t h a n  h e m a t i t e  ( F e g O g )  ( T r o s h a n o v ,  1 9 6 9 ;  De 
C a s t r o  a n d  E h r l i c h ,  1 9 7 0 ;  Mu n c h  a n d  O t t o w ,  1 9 8 2 ;  J o n e s
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e t  a l .  1 9 8 3 ;  P f a n n e b e r g  a n d  F i s c h e r ,  1 9 8 4 ;  L o v l e y  a n d  
P h i l l i p s ,  1 9 8 6 a ;  1 9 8 6 b ) .
B a c t e r i a  r e p o r t e d  t o  r e s p i r e  w i t h  Fe  a r e  u s u a l l y  
NOg” r e d u c e r s ,  a n d  ma n y  w o r k e r s  h a v e  r e p o r t e d  NOg-  
i n h i b i t i o n  o f  F e  r e d u c t i o n  ( O t t o w ,  1 9 6 8 ;  1 9 7 0 ;  O t t o w  a n d  
v o n  K l o p t o p e k ,  1 9 6 9 ,  O b u e k w e  e t  a l .  1 9 8 1 ) .  O t t o w  ( 1 9 7 0 )  
i s o l a t e d  m u t a n t s  u n a b l e  t o  r e d u c e  NOg-  a n d  f o u n d  t h a t  
c e l l s  o f  t h e  m u t a n t  s t r a i n  h a d  d e c r e a s e d  c a p a c i t y  t o  
r e d u c e  F e  b u t  t h i s  w a s  n o t  i n f l u e n c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
NOg".  M o r e o v e r ,  NOg-  r e d u c t a s e l e s s  c e l l s  o f  
T M a & s a l l l u s  X e r r a a ^ i d a x i s  a n d  t .  t i i i s s x i d a n s  r e d u c e d  
Fe by  c o u p l i n g  t h e  r e a c t i o n  t o  o x i d a t i o n  o f  e l e m e n t a l  
s u l f u r  v i a  a h e a t - l a b i l e  f e r r i c  i r o n - r e d u c i n g  s y s t e m  
( K i n o  a n d  U s a m i ,  1 9 8 2 ;  S u g i o  e t  a l .  1 9 8 4 ) .  The  m e c h a n i s m  
o f  NOj ” i n h i b i t i o n  o f  F e ^ + r e d u c t i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  
t o  be d i v e r s i o n  o f  e l e c t r o n s  ( O t t o w ,  1 9 7 0 ) ,  NO2 -  
i n h i b i t i o n  o f  F e ^ + r e d u c t i o n  ( L a s c e l l e s  a n d  B u r k e ,  1 9 7 8 ;  
B a l a s h o v a  a n d  Z a v a z i n ,  1 9 8 0 )  o r  c h e m i c a l  o x i d a t i o n  o f  
F e ^ + b y  N0 2 -  ( O b u e k w e  e t  a l .  1 9 8 1 ) .
T h e r e  a r e  f e w  p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  a d d r e s s i n g  t h e  
r e s p i r a t o r y  c o m p o n e n t s  i n v o l v e d  w i t h  Fe  r e d u c t i o n ;  
f e w e r  d o c u m e n t  e n e r g y  c o n s e r v a t i o n  v i a  Fe  r e s p i r a t i o n .  
D a i l e y  a n d  L a s c e l l e s  ( 1 9 7 7 )  w o r k i n g  w i t h  m e m b r a n e s  o f  
A f l u a s E i r i l l u m  ( 5 E i £ i l l l l f f l )  i i £ £ £ 2 n i i  a n d  r e s p i r a t o r y  
i n h i b i t o r s ,  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e d u c t i o n  o f  Fe
o c c u r r e d  a t  o n e  o r  m o r e  s i t e s  on t h e  r e s p i r a t o r y  c h a i n  
b e f o r e  c y t o c h r o m e  c .  Fe r e d u c t i o n  w a s  s t r o n g l y  
i n h i b i t e d  b y  a e r a t i o n ,  w h i c h  may be  a n a l o g o u s  t o  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  NOg” r e d u c t i o n  by  a e r a t i o n .  L a s c e l l e s  
a n d  B u r k e  ( 197 8) w o r k e d  w i t h  m e m b r a n e s  o f  S£aj2 ll.y l.2£fl££Jl£  
a u r e u s  a n d  b a s e d  o n  t h e  e f f e c t  o f  r e s p i r a t o r y  i n h i b i t o r s  
a n d  N O g ”  on  Fe  r e d u c t i o n ,  c o n c l u d e d  t h a t  " r e d u c e d  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  t h a t  p r e c e d e  
c y t o c h r o m e  b s e r v e  a s  t h e  s o u r c e  o f  r e d u c t a n t  f o r  f e r r i c  
i r o n  a n d  t h a t  t h e s e  c o m p o n e n t s  a r e  o x i d i z e d  
p r e f e r e n t i a l l y  b y  a  f u n c t i o n a l  NO^-  r e d u c t a s e  
s y s t e m " .
A r n o l d  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  s t u d i e d  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e
^  +
e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  i n v o l v e d  i n  a n d  Fe 
r e d u c t i o n  b y  c e l l s  o f  a  s p .  and c o n c l u d e d
t h a t  c e l l s  e x p r e s s e d  a c o n s t i t u t i v e  F e  ^ + r e d u c t a s e  
a n d  a n  F e ^ + r e d u c t a s e  i n d u c i b l e  by l o w  C^.  T h e y  
p r o p o s e d  t h a t  t h e  c o n s t i t u t i v e  r e d u c t a s e  was  p a r t  o f  a 
c o m p l e t e  ( d e h y d r o g e n a s e ,  q u i n o n e s ,  c y t o c h r o m e s )  p r o t o n  
t r a n s l o c a t i n g  r e s p i r a t o r y  c h a i n .  I n  t h i s  c h a i n ,  Fe  
w a s  r e d u c e d  p r i o r  t o  0 ^  w i t h  a  b r a n c h  t o  Fe 
o c c u r r i n g  b e t w e e n  c y t o c h r o m e s  b a n d  c .  The i n d u c i b l e  
Fe r e d u c t a s e  w a s  t h o u g h t  t o  r e c e i v e  e l e c t r o n s  f r o m  t h e  
d e h y d r o g e n a s e . w i t h o u t  t h e  t r a n s l o c a t i o n  o f  p r o t o n s ,  and  
s e r v e  s o l e l y  t h e r e f o r e  a s  a n  e l e c t r o n  s i n k .
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The  r e d u c t i o n  o f  f e r r i c y a n i d e  w i t h  NADH b y  m e m b r a n e  
v e s i c l e s  o f  J .  a u l i i i l i a  ( B i s s e h o p  e t  a l .  1 9 7 6 )  o r  w i t h  
f o r m a t e  b y  m e m b r a n e  v e s i c l e s  o f  £ a e £ l£ £ i£ J l i a  f i f i l i  
( B o o n s t r a  e t  a l .  1 9 7 6 )  w a s  l i n k e d  t o  a f u n c t i o n i n g  
e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n .  B a s e d  o n  t h e  r e d u c t i o n  o f  
c h l o r a t e  ( a  s t r u c t u r a l  a n a l o g  o f  NOg- ) ,  i t  w a s  h y p o t h e ­
s i z e d  t h a t  o n e  o f  t w o  s i t e s  o f  F e  r e d u c t i o n  w a s  a l s o  a 
NO^” - r e d u c t a s e .  H o w e v e r ,  c h l o r a t e  m e d i a t e s  i t s  e f f e c t  
b y  i n h i b i t i n g  Mn c o n t a i n i n g  e n z y m e s .  U n d e r  a n a e r o b i c  
c o n d i t i o n s ,  f e r r i c y a n i d e  r e d u c t i o n  g e n e r a t e d  s u f f i c i e n t  
p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  t o  d r i v e  a c t i v e  t r a n s p o r t  o f  
p r o l i n e .  The  r e d o x  p o t e n t i a l  o f  t h e  F e ^ + / F e 2+ c o u p l e  
( E q ' = + 7 7 2  mV) i s  h i g h  e n o u g h  t o  d r i v e  e l e c t r o n  
t r a n s p o r t  p h o s p h o r y l a t i o n  w i t h  a l l  k n o w n  p h y s i o l o g i c a l  
e l e c t r o n  d o n o r s  ( T h a u e r  e t  a l .  1 9 7 7 ) .
Part Two
As m e n t i o n e d .  .A* o a g l lf i if i ia s i jL c U J B  a n d  a p p a r e n t l y  
o t h e r  m a g n e t i c  b a c t e r i a ,  n o t  y e t  i n  a x e n i c  c u l t u r e ,  a r e  
o b l i g a t e  m i c r o a e r o p h i l e s .  Wha t  i s  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  
f a s t i d i o u s  Og r e q u i r e m e n t ?  The  o p t i m a l  P o j  f o r  
g r o w t h  o f  At  m a g n f i i f f i ia s i i e a iB  v a r i e s  w i t h  t h e  N s o u r c e .  
D e n i t r i f y i n g  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  NOg” a r e  m o r e  s e n s i t i v e  
t o  Og t h a n  t h o s e  c u l t u r e d  w i t h  NH^+ ( B l a k e m o r e  e t  a l .
1 9 8 5 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t e d  t h a t  e i t h e r :
( 1 )  C e l l s  c u l t u r e d  w i t h  KHi( + g r o w  o p t i m a l l y  a t  h i g h e r  
P o 2 t h a n  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  N O g "  d u e  t o  a  l i m i t a t i o n  
f o r  t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r .
( 2)  C e l l s  c u l t u r e d  w i t h  NH1(+ e x p r e s s  r e l a t i v e l y  
h i g h e r  a c t i v i t i e s  o f  0 2 d e t o x i f y i n g  e n z y m e s  ( i . e .  
s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  c a t a l a s e ,  a n d  p e r o x i d a s e )  t h a n  do 
t h o s e  c u l t u r e d  w i t h  N O g " .
(3)  H i g h  0 2 c o n c e n t r a t i o n  i n h i b i t e d  N02 "  r e d u c t i o n  t o  
a  g r e a t e r  d e g r e e  t h a n  i t  d i d  N O g "  r e d u c t i o n ,  t h e r e b y  
a l l o w i n g  N0 2 “ t o  a c c u m u l a t e  i n  t o x i c  q u a n t i t i e s .
C h a p t e r  t h r e e  o f  t h i s  t h e s i s  02 and NOg- toxicity 
in an obligately microaerophilic denitrifier ( S h o r t  a n d  
B l a k e m o r e ,  s u b m i t t e d  f o r  p u b l i c a t i o n ,  Ca n .  J .
M i c r o b i o l . )  d e s c r i b e d  e f f o r t s  t o  u n d e r s t a n d  m o r e  c o m p l e t e l y  
t h e  m i c r o a e r o p h i l i c  n a t u r e  o f  t h i s  o r g a n i s m .  T h i s  
r e s e a r c h  e f f o r t  r e q u i r e d  t h a t  we e x p l o r e  t h e  e n h a n c e d  
s e n s i t i v i t y  t o  02 o f  t h e  m a g n e t i c  s p i r i l l u m  w h e n  
c u l t u r e d  u n d e r  d e n i t r i f y i n g  c o n d i t i o n s .
E f i l l i i r i i l i f i a t i f i l l • D e n i t r i f y i n g  b a c t e r i a  d i s s i m i l a t e  90 % 
o f  a v a i l a b l e  n i t r o g e n  o x i d e s  ( N O g "  a n d / o r  N02 " )  t o  
g a s e o u s  o x i d e s  ( N O .  N2 0)  a n d  c o u p l e  t h i s  r e d u c t i v e  
p r o c e s s  t o  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  ( K n o w l e s ,  1 9 8 2 :  B l e a k l e y
a n d  T i e d j e ,  1 9 8 2 ) .  M o s t  d e n i t r i f y i n g  b a c t e r i a  u s e  
n i t r o g e n  o x i d e s  a s  t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r s  o n l y  i n
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t h e  a b s e n c e  o f  0 ^  ( K n o w l e s ,  1 9 8 2 ) .  D i s s i m i l a t o r y  
NOg-  r e d u c t a s e  i s  a n o x i a  d e r e p r e s s e d  a n d  ma y  o r  ma y  
n o t  b e  i n d u c e d  b y  NO^" ( P a y n e ,  1 9 7 3 ) .
S e v e r a l  s t u d i e s  d o c u m e n t  t o l e r a n c e  o f  d e n i t r i f y i n g  
b a c t e r i a  t o  l o w  l e v e l s  o f  0 ^  ( K r u l ,  1 9 7 5 ;  A i d a  e t  
a l .  1 9 8 4 ) .  S o m e  d e n i t r i f y i n g  b a c t e r i a  s i m u l t a n e o u s l y  
r e s p i r e  w i t h  0 ^  a n d  NO^” ( D u n n  e t  a l .  1 9 7 9 ;  B a z y l i n s k i  
a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 ;  O t t o w  a n d  F a b i g ,  1 9 8 3 ;  R o b e r t s o n  
a n d  K u e n e n ,  1 9 8 4 a ;  1 9 8 4 b ) .
D i s s i m i l a t o r y  a s  o p p o s e d  t o  a s s i m i l a t o r y  HO^-  
r e d u c t a s e  ( w h i c h  i s  e n c o d e d  b y  d i f f e r e n t  g e n e s )  i s  a 
m o l y b d e n u m - i r o n - l a b i l e  s u l f i d e  p r o t e i n  ( S t o u t h a m e r ,
1 9 7 6 ;  P a y n e ,  1 9 8 1 ) .  E x c e p t  f o r  o n e  k n o w n  e x c e p t i o n  
( G a u t h i e r  e t  a l .  1 9 7 0 ) ,  d i s s i m i l a t o r y  NO^“ r e d u c t a s e  
i s  a  m e m b r a n e  b o u n d  p r o t e i n  l o c a t e d  o n  t h e  i n n e r  a s p e c t  
o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  ( J o n e s ,  1 9 8 2 ;  De V r i e s ,
1 9 8 4 )  o r  t r a n s c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  ( W e i n t j e s  
e t  a l .  1 9 7 9 ) .  T h e  e n z y m e  i s  l i n k e d  t o  t h e  r e s p i r a t o r y  
c h a i n  v i a  b - t y p e  c y t o c h r o m e s  ( Lam a n d  N i c h o l a s ,  1 9 6 9 ;  
J o h n  a n d  W h a t l e y .  1 9 7 0 ) .
D i s s i m i l a t o r y  NOj"  r e d u c t a s e  (DNIR)  h a s  b e e n  
d e s c r i b e d  a s  a  s o l u b l e  p r o t e i n  a n d  a s  a  p r o t e i n  l o o s e l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  
m e m b r a n e  (De V r i e s  e t  a l .  1 9 8 2 ;  P a y n e ,  1 9 8 1 ;  K n o w l e s ,
1 9 8 2 ) .  Lam a n d  N i c h o l a s  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  7 0  % o f  t o t a l  DNIR
1 2
a c t i v i t y  i n  E a i:a £ 2 £ £ U S  d s n i i C i X i f i a n a  i n  a  s o l u b l e  
f r a c t i o n .  The  e n z y m e  w a s  a s s e r t e d  t o  be  o n  t h e  
c y t o p l a s m i c  s i d e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  i n  P.  
d e n i i £ i £ i £ a n s .  ( K r i s t j a n s s o n  e t  a l .  1 97 8) a n d  P s .  
a s c ilg lG ff iS a  ( S a r a s t e  a n d  K u r o n e n ,  1 97 8 ) ,  b e c a u s e  o f  
e v i d e n c e  o b t a i n e d  f r o m  s t o i c h i m e t r i e  p r o t o n  t r a n s ­
l o c a t i o n  s t u d i e s  a n o  b y  d i r e c t  v i s u a l i z a t i o n  u s i n g  
f e r r i t i n - c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s .  How e v e r ,  o t h e r  s t u d i e s  
w i t h  t h e  s a m e  o r g a n i s m s ,  i n d i c a t e d  t h a t  DNIR w a s  l o c a t e d  
on  t h e  p e r i p l a s m i c  s i d e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  
( Wood ,  1 9 7 8 ;  M e i j e r  e t  a l .  1 9 7 9 ;  A l e f o u n d e r  a n d  
F e r g u s  o n ,  1 9 8 0 ) .  C e l l s  o f  £ a -  i i a l a d e f i i i r i  f  i s a n a  e x p r e s s  
a n  i n n e r  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  DNIR.  T h r e e  k n o w n  t y p e s  
o f  DNIR a r e  c l a s s i f i e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  p r o s t h e t i c  
g r o u p  ( H e n r y  a n d  B e s s i e r e s ,  1 9 8 4 ) :  ( a )  a c y t o c h r o m e  cd^
m u l t i h e m e  t y p e ,  ( b )  a Cu p r o t e i n  t y p e ,  a n d  ( c )  a  c h e m e -  
t y p e .  As a  m e m b r a n e  a s s o c i a t e d  p r o t e i n  t i e d  t o  e n e r g y  
c o n s e r v a t i o n  ( K o i k e  a n d  H a t t o r i .  1 9 7 5 ) ,  c d ^  DNIR a c t s  
s e c o n d a r i l y  a s  a n  O g - r e d u c t a s e  w h e r e a s  t h e  Cu 
p r o t e i n  o r  t h e  a p o e n z y m e  c o n t a i n i n g  c - t y p e  a l o n e  
h a s  no  0 . , - r e d u c t a s e  a c t i v i t y  ( H e n r y  a n d  B e s s i e r e s ,  1 9 8 4 ) .
DNIR a c t i v i t y  w a s  m o r e  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  b y  ( o r  
s e n s i t i v e  t o )  0~, t h a n  w a s  NOg” r e d u c t a s e  a c t i v i t y  
(Lam a n d  N i c h o l a s ,  1 9 6 9 ;  K r u l  a n d  V e e n i n g e n ,  1 9 7 7 ;  
M e i b e r g  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  T h e r e f o r e ,  ( a t  e l e v a t e d  P 0 2 ) NO2 -
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c o u l d  a c c u m u l a t e  t o  t o x i c  l e v e l s  a t  e l e v a t e d  P o g .
T o x i c i t y  i s  t h o u g h t  t o  o c c u r  by a t  l e a s t  t w o  m e c h a n i s m s .  
NC^-  i s  k n o w n  t o  d e p r e s s  o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  c e l l s  o f  
P s .  a a c u s i f l f i s a  (Rowe e t  a l .  19 7 9 ;  Y a n g ,  1 9 8 5 ;  C a s e l l a  e t  
a l .  1 9 8 6 )  b y  a  u n c o m p e t i t i v e  m e c h a n i s m  o f  i n h i b i t i o n  
q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  t h e  o x i d a s e  i n h i b i t o r s  CN- ,
, a n d  CO ( Y a n g ,  1 9 8 5 ) .  NOg-  a l s o  d e c r e a s e d  t h e  
n u m b e r s  o f  p r o t o n s  t r a n s l o c a t e d  p e r  g r a m  a t o m  o x i d a n t  i n  
Ea.:. E U i i s i a .  £&«. a f i C U g i c a s a  a nd  L*. s i e n i i c i l i c a f l a  ( R a k e  a n d  
E a g o n ,  1 98 0 )  a n d  i n c r e a s e d  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  p r o t o n  
c o n d u c t a n c e  i n  c e l l s  o f  Pj. d e n i i c i i i a a E a  ( M e i j e r  e t  a l .
1 97 9)  .
I n  c h a p t e r  t h r e e  o f  t h i s  t h e s i s  e v i d e n c e  i s  
p r e s e n t e d  f o r  t h e  e n h a n c e d  i n h i b i t o r y  r o l e  o f  O2  i n  
d e n i t r i f y i n g  c e l l s  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  i t s  e f f e c t  i n  
i n h i b i t i n g  NOg” r e d u c t a s e  w i t h  c o n s e q u e n t  a c c u m u l a t i o n  
o f  t o x i c  l e v e l s  o f  NO2 - . H o w e v e r ,  t h e s e  f i n d i n g s  d i d  
n o t  e x p l a i n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  m a g n e t i c  s t r a i n  t o  
o x y g e n  u n d e r  n o n - d e n i t r i f y i n g  c o n d i t i o n s  ( i . e .  w i t h  
NHj, + ) .  Nor  d i d  t h e y  e x p l a i n  t h e  o b s e r v e d  a e r o t o l e r a n c e  
o f  a  n o n - m a g n e t i c  m u t a n t  o f  t h e  m a g n e t i c  s t r a i n .  I n  
c h a p t e r s  t h r e e  a n d  f o u r  o f  t h i s  t h e s i s ,  e v i d e n c e  i s  
p r e s e n t e d  t h a t  t h e  d i f f e n o e s  i n  r e l a t i v e  s e n s i t i v i t y  o f  
t h e s e  s t r a i n s  t o  0 ^  u n d e r  n o n - d e n i t r i f y i n g  c o n d i t i o n s  i s  
d ue  t o  d i f f e r e n t  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  02 d e t o x i f y i n g
e n z y m e s .  As a  p r e l u d e  t o  t h e s e  c h a p t e r s ,  d i s c u s s i o n  i s  
made  n e x t  o f  O2  r e s p i r a t i o n ,  O2  t o x i c i t y  a n d  0 2 
d e t o x i f i c a t i o n .
: A e r o b i c  r e s p i r a t o r y  s y s t e m s  a r e  s i m i l a r  
t o  NOg“ a n d  F e^  + r e s p i r a t o r y  s y s t e m s  i n  t h a t  t h e  b a s i c  
r e d o x  c a r r i e r s -  f l a v o p r o t e i n s ,  F e - S  p r o t e i n s ,  q u i n o n e s  
a n d  c y t o c h r o m e s  a r e  p r e s e n t .  A e r o b i c  r e s p i r a t o r y  c h a i n s  
t e r m i n a t e  w i t h  o n e  o r  m o r e  0 2 - r e d u c i n g  c y t o c h r o m e  
o x i d a s e s  ( J o n e s ,  1 9 7 8 ) .  V a r i a t i o n s  i n  t h e  r e d o x  
c a r r i e r s  c a n  be  i n d u c e d  b y  c u l t u r i n g  c e l l s  u n d e r  
d i f f e r e n t  g r o w t h  c o n d i t i o n s .  B a c t e r i a  w h i c h  s y n t h e s i z e  
c y t o c h r o m e  o x i d a s e  a a 3 ( £ .  d s c i i r i X i a a i l S , A l a a l i g a n e s  
s u i r a c l i u a )  c o m p l e t e l y  o r  p a r t i a l l y  r e p l a c e  a a ^  w i t h  
c y t o c h r o m e  o x i d a s e  o w h e n  c u l t u r e d  w i t h  l o w  O2  ( J o n e s .
1 9 7 8 ) .  C e i l s  o f  j l .  £ £ l i ,  jBnfiUfl.2 f i . ia a .
Hfi f imf i f ih i lua  c a c a i f i l l u f i i i f i a f i  a n d  E f i f l sa k f i a  n a i r i f i s e n a
i n c r e a s e  t h e  s y t h e s i s  o f  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  d a n d  
c y t o c h r o m e  o x i d a s e  a^ r e l a t i v e  t o  c y t o c h r o m e  o ,  w h en  
c u l t u r e d  w i t h  l o w  02 ( J o n e s ,  1 9 7 8 ) .  C e l l s  o f  A*. 
ma gf l f i i f i i a f i i i f iUf f l  c u l t u r e d  a t  a  d i s s o l v e d  0 2 t e n s i o n  
( d . o . t . )  o f  1 $ h a d  c y t o c h r o m e  o x i d a s e s  o a n d  a^  a n d  
c e l l s  c u l t u r e d  a t  > 5 % d . o . t .  h a d  a  1 2 - f o l d  d e c r e a s e  i n  
c y t o c h r o m e  o x i d a s e  a 1 . I n  a d d i t i o n ,  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  
NHjj+ h a d  d e c r e a s e d  a - t y p e ,  cd^  ( n i t r i t e  r e d u c t a s e )  a n d  
b - t y p e  h e m e s  a s  c o m p a r e d  t o  t h o s e  d e n i t r i f y i n g  w i t h  NO^-
1 5
( O ' B r i e n  e t  a l .  1 9 8 7 ) .
■QxySSll i a x i s i i i :  B a c t e r i a l  c e l l s  r e s p i r i n g  w i t h  02
p r o d u c e  0 2 -  ( M cC o rd  a n d  F r i d o v i c h ,  19 69 )  a n d  t h e  
h y d r o x y l  r a d i c a l  (OH*) b o t h  o f  w h i c h  a r e  c a p a b l e  o f  
o x i d i z i n g  p r o t e i n s  a n d  l i p i d s  ( B e a m a n  a nd  B e a m a n ,  1 9 8 4 ) .  
S u p e r o x i d e  a n i o n  i s  a n  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t  i n  t h e  
u n i v a l e n t  p a t h w a y  o f  02 r e d u c t i o n  t o  H2 0,  a n d  i s  
g e n e r a t e d  a s  an  i n t e r m e d i a t e  i n  a u t o o x i d a t i o n  o f  
f e r r e d o x i n ,  f l a v i n s ,  h e m e  p r o t e i n s  a n d  q u i n o n e s  
( F r i d o v i c h ,  1 9 7 5 ;  H i l l ,  1 9 7 8 ) .  S u p e r o x i d e  t o x i c i t y  i s  
m e d i a t e d  b y  two  d i s t i n c t  s e t s  o f  r e a c t i o n s :  t h e
e n z y m a t i c  d i s m u t a t i o n  o f  02 " t o  H2 02 by s u p e r o x i d e  
d i s m u t a s e  (SOD),  ( M c C o r d  a n d  F r i d o v i c h ,  1 9 6 9 )  o r  by 
c o n v e r s i o n  o f  02 ” t o  OH* v i a  t h e  H a b e r - W e i s s  ( r x n s  1 a n d  
2)  a n d  F e n t o n  ( r x n  3 )  r e a c t i o n s  ( M i n o t t i  a n d  A u s t ,  19 8 7 )  
a s  s h o w n :
( 1 )  F e 3+  + 02 "  — > F e 2+ + 02
( 2 )  2 0 2 “ + 2 H+ — > H2 02 + 0 2
( 3 )  F e 2+ + H2 0 2 - - >  F e 3 + + OH* + 0H“
McCord a n d  Day ( 1 9 7 8 )  p r o p o s e d  t h a t  F e 3 + , C u 2 +  o r  Mn3+ 
r e a c t  w i t h  02 " t h e r e b y  g e n e r a t i n g  F e 2+ w h i c h  i n  t u r n  
r e a c t s  w i t h  H2 02 p r o d u c i n g  OH* a n d  OH- . A l t h o u g h  i t  h a s  
b e e n  p r o p o s e d  t h a t  0 2 ~ d e s t r o y s  p r o t e i n s ,  n u c l e i c  a c i d s ,  
c a r b o h y d r a t e s ,  a n d  m e m b r a n e  l i p i d s  ( F r i d o v i c h ,  1 9 8 6 ) ,  i t
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i s  c u r r e n t l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e  OH* r a d i c a l  g e n e r a t e d  
f r o m  0 2 " a n d  H2 0 2 i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t r a c e s  o f  
t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  i s  m o r e  d e l e t e r i o u s  t h a n  i s  0 ^ ~  ( F e e ,  
1 9 8 0 ;  Rao a n d  C a m m a c k ,  1 9 8 1 ;  F r i d o v i c h ,  1 9 8 6 ) .  SOD 
s e r v e s  t o  s c a v e n g e  02 ” a n d  t o  m i n i m i z e  t h e  i n i t i a l  r e a c t i o n  
( H a b e r - W e i s s ) b e t w e e n  F e ^ + , ( o r  a n a l o g o u s  r e d o x  a c t i v e  
m e t a l  i n  i t s  h i g h  v a l e n c e  s t a t e )  a n d  0 - , - . T h e r e  a r e  
t h r e e  d i s t i n c t  c l a s s e s  o f  SOD m e t a l l o e n z y m e s :  a n  F e - t y p e  
a  M n - t y p e ,  a n d  a  C u - Z n - t y p e  ( S t e i n m a n ,  1 9 8 2 ) .  C u - Z n  SOD's 
a r e  q u i t e  d i s t i n c t  f r o m  t h e  M n - t y p e  a n d  F e - t y p e  SOD, 
w h i l e  M n - t y p e  a n d  F e - t y p e  SOD a r e  s i m i l a r  s t r u c t u r a l l y  
( R a o  a n d  C a m m a c k -  1 9 8 1 ;  S t e i n m a n ,  1 9 8 2 )  a n d  t h e  t w o  
f a m i l i e s  ( C u - Z n  i n  c o n t r a s t  t o  Mn a n d  F e  SOD's)  
a p p a r e n t l y  e v o l v e d  f r o m  d i f f e r e n t  a n c e s t r a l  p r o t e i n s  
( S t e i n m a n .  1 9 8 2 a ) .  G e n e r a l  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  t h r e e  
c l a s s e s  o f  SOD m e t a l l o p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 ,  
T h e r e  a r e  a  f e w  e x c e p t i o n s  t o  t h i s  c l a s s i f i c a t i o n  
s c h e m e .  IL. S .Q .1 1 ,  c u l t u r e d  a e r o b i c a l l y  e x p r e s s e s  a  
d i m e r i c  H n - F e  h y b r i d  SOD ( H a s s a n  a n d  F r i d o v i c h ,  1 9 7 7 ) .
Two a r c h a e o b a c t e r i a -  l l i f iCJBfiElaaiDa a n d
s p p .  e x p r e s s  t e t r a m e r i c  F e - Z n  SOD's  ( M o r r i s  e t  a l .
1 9 8 5 ) .  The m o l e c u l a r  w e i g h t ,  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n ,  
a n d  c a t a l y t i c  s i t e  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  e u b a c t e r i a l  
d i m e r i c  F e - S O D ' s  ( J o n e s  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  T h e r e  i s  s o m e  
e v i d e n c e  t h a t  t h e  a p o p r o t e i n  o f  t h e  Mn a n d  Fe-SOD
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TABLE 1. C h a r a c t e r i s t i c s  o f  Superoxide Dlsmutases .
Type Nat ive  Mol. Wt. 
( c o f a c t o r )
Other
C h a r a c t e r i s t i c s
Sources
Cu-Zn 31,000-33 ,000
(Ste inman,  1982a)
d i m e r i c ;
2 Cu, 2 Zn/mol
Eukaryo t i c  (common) (Ste inman,  1982a)
Eub ac te r i a  (uncommon)
Paracoccus  d e n i t r l f i c a n 3  ( Vignais e t  a l .  1982) 
Pho tobac te r ium l e l o g n a t h l  (Puget  and Michel son,  
1974; Dunlap and Steinman,  1986)
C au lobac te r  c r e sc e n tu s  (Ste inman,  1982b) 
Pseudomonas d imlnu ta  (Ste inman,  1985) 
P3eudomona3 m a l t o p h i l l a  (Ste inman,  1985)
Hn 33,000 ( Azo- chroococcum. d i m e r ic ,  some
Buchanan and Lees,  1980) mu l t lmer ic ;
97,000 ( Saccharomvces c e r e v i 3 l a e .  1-4 Mn/mol 
Ravindrana th  and F r i d o v i c h ,  1975)
Fe 36,000 ( Plectonema borvanum. d im e r ic ,  3ome
H is r a  and Kee le,  1975) mul t lme r ic ;
88,000 ( Mycobacterium t u b e r c u l o s i s . 0 . 5  - 1 . 0  
Kusunose e t  a l .  1976) Fe/mol
Mi t ochondr ia l  ma t r ix  (F r id o v ic h ,  1975) 
( Jackson  e t  a l .  1978) 
Eukaryo t ic  a l g ae  (Hao and Cammack, 1981) 
P r o k a ry o t i c  (common) (Ste inman,  1982a)
Vascular  p l a n t s -  3 f a m i l i e s  
Gingkoaceae,  Nymphaceae, Brass i caceae 
(Br idges  and S a l i n ,  1981)
Non-vascular  p l a n t s  (Asada e t  a l .  1980) 
Protozoa (Asada e t  a l .  1980)
P ro k a ry o t i c  (Ste inman,  1982a)
a r e  s i m i l a r  e n o u g h  t h a t  t h e  m e t a l  c o f a c t o r  c a n  s h i f t  
f rom a  F e  t o  Mn. C e l l s  o f  J a a i a r a i d a s  X r a f i i l l a  ( G r e g o r y  
and D a p p e r ,  1 9 8 3 ) ,  EEflJ2iflHii>aa£eE.iJlJB S J ie r m a f l i i  ( M e i e r  e t  
a l .  1 9 8 2 )  and  p o s s i b l y  S£r£E £ca2£3113  jQ llian a  ( M a r t i n  e t  
a l .  1 9 8 4 )  p r o d u c e  e i t h e r  an Fe o r  Mn-SOD w i t h  a p p a r e n t l y  
th e  s a m e  p r o t e i n  m o i e t y  d e p e n d i n g  on  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  
Fe a n d  Mn and on t h e  0^ t e n s i o n .
SOD a c t i v i t y  i s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  a b s e n t  o r  l o w  i n  
o b l i g a t e  a n a e r o b e s  ( F u l g h u m  a n d  W o r t h i n g t o n ,  1 9 8 4 ) ,  a n d  
a c t i v i t y  i s  i n c r e a s e d  i n  f a c u l t a t i v e l y  a n a e r o b i c  a n d  
a e r o b i c  b a c t e r i a  a s  t h e  Og t e n s i o n  i s  i n c r e a s e d  
( Y o u s t i n .  e t  a l .  1 9 7 3 ;  G r e g o r y  a n d  F r i d o v i c h ;  F r i d o v i c h ,  
1986) .  T h e r e  a r e  a  f e w  n o t a b l e  e x c e p t i o n s  t o  t h i s  
o b s e r v a t i o n .  L a c t o b a c i l l u s  £ l a n £ a c u m  d o e s  n o t  e x p r e s s  
SOD, b u t  i n s t e a d  s e q u e s t e r s  i n t r a c e l l u l a r  m a n g a n e s e  ( u p  
t o  35 n H )  a n d  a p p e a r s  t o  s c a v a n g e  0 2 -  w i t h  t h i s  p o o l  o f  
Mn ( A r c h i b a l d  a n d  F r i d o v i c h ,  1 9 8 1 ;  A r c h i b a l d  a n d  D u o n g ,  
1984) .  U e ia a a E ia  g f in ia r r l if ia a a  d o e s  n o t  e x p r e s s  s o d ,  y e t  
i t  i s  a n  o b l i g a t e  0 2 r e s p i r e r  w h i c h  t o l e r a t e s  h i g h  
e x t r a c e l l u l a r  02 " a n d  H2 02 d u e  t o  v e r y  h i g h  c o n s t i t u t i v e  
l e v e l s  o f  p e r o x i d a s e  a n d  c a t a l a s e  a c t i v i t y  c o m b i n e d  w i t h  
a c e l l  e n v e l o p e  i m p e r v i o u s  t o  0 2 ~ ( A r c h i b a l d  a n d  D u o n g ,  
1 9 8 6 ) .
A e r o b i c  b a c t e r i a  u s u a l l y  e x p r e s s  SOD, a n d  o n e  o r
b o t h  o f  t h e  heme p r o t e i n s  c a t a l a s e  a n d  p e r o x i d a s e .
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C a t a l a s e  a n d  p e r o x i d a s e  f u n c t i o n  t o g e t h e r  t o  c o n v e r t  
H2 0 2 f o r m e d  b y  SOD t o  H2 0.  C a t a l a s e  i s  m o s t  e f f e c t i v e  
a g a i n s t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  H2 0 2 , w h e r e a s  p e r o x i d a s e s  
a r e  m o s t  e f f e c t i v e  a g a i n s t  l o w  l e v e l s  o f  H2 02 ( F o r m a n  
a n d  F i s h e r ,  1 9 8 1 ) .  B a c t e r i a l  c e l l s  e x p r e s s  c y t o c h r o m e  c 
p e r o x i d a s e  a n d / o r  a NADH p e r o x i d a s e  ( F o r m a n  a n d  F i s h e r ,  
1 9 8 1 ) .
M A S E a a f i E S f i l l i l i S B :  M i c r o a e r o p h i l i c  b a c t e r i a  a nd  
m i c r o a e r o p h i l y  w e r e  r e c e n t l y  r e v i e w e d  b y  K r i e g  a n d  
H o f f m a n n  ( 1 9 8 6 ) .  T he y  d e f i n e d  a m i c r o a e r o p h i l i c  
b a c t e r i u m  a s  o n e  c a p a b l e  o f  O g - d e p e n d e n t  g r o w t h  
( u s i n g  0 2 a s  a t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r )  b u t  w h i c h  t h e  
b a c t e r i u m  c a n n o t  g r o w ,  o r  c a n  g r o w  o n l y  p o o r l y  a t  a t m o s ­
p h e r i c  02 (21 % v / v ) .  I n  a d d i t i o n ,  s o m e  m i c r o a e r o p h i l e s  
g r o w  a n a e r o b i c a l l y  u s i n g  a l t e r n a t e  t e r m i n a l  e l e c t r o n  
a c c e p t o r s  o r  by  f e r m e n t i n g ,  y e t  " t h e i r  p r e f e r e n c e  f o r  
l o w  0 2 l e v e l s  w h e n  t h e y  u s e  0 2 a s  a  t e r m i n a l  e l e c t r o n  
a c c e p t o r  i s  w h a t  d i s t i n g u i s h e s  t h e m  f r o m  a n a e r o b e s  t h a t  
c a n  t o l e r a t e  l o w  l e v e l s  o f  0 2 a n d  f r o m  a e r o b e s  o r  
f a c u l t a t i v e  a n a e r o b e s "  ( K r i e g  a n d  H o f f m a n n ,  1 9 8 6 ) .  
R e p r e s e n t a t i v e  m i c r o a e r o p h i l i c  b a c t e r i a  w h i c h  o c c u r  i n  
m i c r o a e r o b i c  e n v i r o n m e n t s  i n c l u d e  S u l c i l l U B  
( W e l l s  a n d  K r i e g ,  1 9 6 5 ) ,  JL. m a s n s i f i i a f i i A f i i i i n  
( B l a k e m o r e  e t  a l .  197 9 ) ,  . S a l A i f i f l S U a  ( H a n e r t ,  1 9 8 1 ) ,  
J s . E S i 3 . i f i a  s p -  ( J o r g e n s e n  a n d  R e v s b e c h ,  1 9 8 3 ) .
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£ a f f l l i y i a l 2 a £ i s r  3 P- ( s t o u t h a m e r  e t  a l .  1 9 7  9 ) ,  a n d  u n d e r  
N - d e f I c i e n t  c o n d i t i o n s  (N2 - f i x i n g  c o n d i t i o n s )  
A z f i S E i E i l l i l f f l  ( K r i e g  a n d  D o b e r e i n e r ,  1 9 8* 0  E M - Z a k i H S  (De 
A s s i s  a n d  R u s c h e l ,  1 9 8 1 ) .  E n a n E i a  s p .  ( M u r r y  e t  a l .
1 9 8 4 )  a n d  I r a s i i C l l i i a f e i a B l  ( P a g a n  e t  a l .  1 9 7 5 ) .
V a r i o u s  c u l t u r e  m e d i u m  s u p p l e m e n t s  m a y  i n c r e a s e  
b a c t e r i a l  a e r o t o l e r a n c e  a p p a r e n t l y  by a s s i s t i n g  o r  
a c t i n g  i n  p l a c e  o f  p r o t e c t i v e  e n z y m e s .  F o r  e x a m p l e ,  
a d d i t i o n  o f  c a t a l a s e ,  p e r o x i d a s e ,  Mn02 , p y r u v a t e ,  o r  
d i t h i o t h r e i t o l  c a n  d e s t r o y  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  A d d i t i o n  
o f  f e r r a t e d  f o r m s  o f  n o r e p i n e p h r i n e ,  d i h y d r o x y l  p h e n y l ­
a l a n i n e ,  o r  p r o t o c a t a c h u i c  a c i d  c a n  d e s t r o y  0 • 
M a n n i t o l  o r  h i s t i d i n e  a d d e d  t o  m e d i a  c a n  d e s t r o y  OH" 
( K r i e g  a n d  H o f f m a n n ,  1 9 8 6 ) .  P a d g e t t  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  
o b t a i n e d  a n  i s o l a t e  o f  y a l l l i a f l s  t h a t  g r e w  w e l l  w i t h  
a t m o s p h e r i c  0 2 b y  s u p p l e m e n t i n g  t h e  m e d i u m  w i t h  l o w  
l e v e l s  o f  b i s u l f i t e .  The a d d i t i o n  o f  c h a r c o a l ,  f e r r o u s  
s u l f a t e ,  b i s u l f i t e ,  a n d  p y r u v a t e  t o  t h e  g r o w t h  m e d i u m  
i n c r e a s e d  t h e  0 2 t o l e r a n c e  o f  4 a J . u n i  ( B o l t o n  a n d  
C o a t e s ,  1 9 8 3 ) .  B o w d r e  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  f o u n d  t h a t  
a e r o t o l e r a n c e  o f  Ej. J f f i l l l i a D S a n d  J s j U I l i  w as  i n c r e a s e d  
by  t h e  a d d i t i o n  o f  f e r r i c  i o n - b i n d i n g  d i h y d r o x y p h e n y l  
c o m p o u n d s  t o  t h e  g r o w t h  m e d i u m .
V a r i o u s  r e a s o n s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  t o  e x p l a i n  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  b a c t e r i a l  s p e c i e s  i n  r e g a r d  t o  02
2 1
s e n s i t i v i t y .  C o l e  ( 1 9 7 3 )  r e p o r t e d  t h a t  c e r t a i n  t r i c a r ­
b o x y l i c  a c i d  e n z y m e s  ( f u m a r a t e  h y d r a t a s e  a n d  m a l a t e  
d e h y d r o g e n a s e )  w e r e  p r i m a r y  s i t e s  f o r  o x y g e n  d a m a g e  
w h i l e  N i e k u s  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  
p r i n c i p a l  s i t e  o f  o x y g e n  d a m a g e  i n  c e l l s  o f  £_. SBUlfiEUlD 
s u b s p .  B u i l i l u a  w a s  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e .  D i a z o t r o p h i c  
b a c t e r i a  f i x  N2 o n l y  i n  m i c r o a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  
p r e s u m a b l y  b e c a u s e  o f  t h e  02 l a b i l e  n a t u r e  o f  t h e  
n i t r o g e n a s e  c o m p l e x  ( R a m o s  a n d  R o b s o n ,  1 9 8 5 ) .  En zy m es  
i n v o l v e d  i n  d e n i t r i f i c a t i o n ,  e s p e c i a l l y  N O g ' - r e d u c t a s e , 
w e r e  s e n s i t i v e  t o  0 2 (Lam a n d  N i c h o l a s ,  196  9 ) .  The 
c o m p o s i t i o n  o f  t h e  t e r m i n a l  r e s p i r a t o r y  c h a i n  i n f l u e n c e s  
02 s e n s i t i v i t y ,  a n d  m i c r o a e r o p h i l e s  may h a v e  
c y t o c h r o m e s ,  f l a v o p r o t e i n s , o r  F e - S  p r o t e i n s  r e l a t i v e l y  
s e n s i t i v e  t o  0 2 , 02 ” a n d  OH" ( K r i e g  a nd  H o f f m a n n ,  1 9 8 6 ) .
I n  c o n c l u s i o n ,  a n  o r g a n i s m  m a y  be  s e n s i t i v e  t o  
o x y g e n  d u e  t o  a  d e p e n d e n c e  on  o x y g e n - l a b i l e  s u b s t r a t e s ,  
( e . g .  F e 2 + , m a n g a n e s e ,  a n d  s u l f i d e )  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  
s p e c i f i c  e n z y m e s  t o  0 2 , o r  d u e  t o  t h e  a c t i o n  o f  
d e l e t e r i o u s  02 r e s p i r a t o r y  i n t e r m e d i a t e s .  T h e  
e x p r e s s i o n  o f  SOD, c a t a l a s e ,  a n d  p e r o x i d a s e  b y  a 
b a c t e r i a l  c e l l  g e n e r a l l y  i m p a r t s  i n c r e a s e d  a e r o ­
t o l e r a n c e .  The m a j o r i t y  o f  m i c r o a e r o p h i l i c  b a c t e r i a  
e x p r e s s e d  SOD a n d  l a c k  c a t a l a s e  ( K r i e g  a n d  H o f f m a n n ,
1 9 8 6 ) .  P r o t e i n s  e x p r e s s i n g  c a t a l a s e ,  p e r o x i d a s e  o r
2 2
s u p e r o x i d e  d l s m u t a s e  a c t i v i t y  w e r e  u s u a l l y  f o u n d  i n  t h e  
c y t o p l a s m  o r  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e .  
C h a p t e r  f o u r  o f  t h i s  t h e s i s  C h a r a c t e r i z a t i o n  
a n d  p e r i p l a s m i c  l o c a t i o n  o f  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  i n  
c e l l s  o f  t h e  m i c r o a e r o p h i l e  A*. ma c n e t o t a c t i c u m ( S h o r t  
a n d  B l a k e m o r e ,  m a n u s c r i p t  i n  p r e p a r a t i o n )  d o c u m e n t s  t h e  
p r e s e n c e  o f  02 d e t o x i f y i n g  e n z y m e s  i n  A. 
f f l a g l i e i f i i a f i i i f i l l J I l* a n d  d e s c r i b e s  r e s e a r c h  w h i c h  
e s t a b l i s h e s  t h e i r  c e l l u l a r  l o c a t i o n s ,  a n d  c h a r a c t e r i z e s  
t h e  SOD p r o t e i n s  o f  t h i s  o r g a n i s m .  A p p e n d i x  A F r e e z i n g  
a n d  t h a w i n g  c e l l s  o f  Aq u a s p i r i H u m ma g n e t o t a c t i c u m 
s e l e c t i v e l y  r e l e a s e s  p e r i p l a s m i c  p r o t e i n s  ( P a o l e t t i ,  
S h o r t ,  B l a k e m o r e  a n d  B l a k e m o r e ,  m a n u s c r i p t  s u b m i t t e d )  
c o n t a i n s  a d e s c r i p t i o n  o f  a  c e l l  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  
m e t h o d ,  d e v e l o p e d  f o r  e x t r a c t i n g  p e r i p l a s m  w h i c h  w a s  
u s e d  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  r e s e a r c h .
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CHAPTER ONE
CHAPTER OHE
MICROAEROBIC CONDITIONS ARE REQUIRED FOR MAGNETITE
FORMATION WITHIN AOUASPIRILLUM MAGNETOTACTICUH
ABSTRACT
T h e  a m o u n t  o f  m a g n e t i t e  ( F e ^ O ^ )  w i t h i n  m a g n e t o s o m e s  
o f  t h e  m i c r o a e r o p h i l i c  b a c t e r i u m  A a u a S E i r i i l l A A !  fflagQ.et.c2 -  
t a o t i a u m  v a r i e s  w i t h  o x y g e n  a n d  n i t r o g e n  s u p p l y .  The 
d e v e l o p m e n t  o f  o p t i c a l  m e t h o d s  f o r  d i r e c t l y  m e a s u r i n g  
c e l l  m a g n e t i s m  i n  c u l t u r e  s a m p l e s  h a s  e n a b l e d  u s  t o  
q u a n t i t a t e  b a c t e r i a l  Fe^O^  y i e l d s .  We m e a s u r e d  f i n a l  
c e l l  y i e l d s  o f  g r o w i n g  c e l l s .  C u l t u r e s  w e r e  g r o w n  w i t h  
NOg".  NH]j+ , o r  b o t h ,  i n  s e a l e d ,  u n s h a k e n  v i a l s  w i t h  
i n i t i a l  h e a d s p a c e  P 0 2  v a l u e s  r a n g i n g  f r o m  0 ( t r a c e )  t o  
21 k P a .
M o r e  t h a n  50 % o f  c e l l s  h a d  d e t e c t a b l e  m a g n e t o s o m e s  
o n l y  w h e n  g r o w n  i n  t h e  r a n g e  o f  0 . 5  -  5 . 0  k P a  0g •
O p t i m u m  c e l l  m a g n e t i s m  ( a n d  F e ^ O ^  f o r m a t i o n )  o c c u r r e d  
u n d e r  m i c r o a e r o b i c  c o n d i t i o n s  ( i n i t i a l  h e a d s p a c e  Pog o f  
0 .5  - 1 . 0  k P a )  r e g a r d l e s s  o f  t h e  N s o u r c e .  At  o p t i m a l  
c o n d i t i o n s  f o r  Fe^Ojj  f o r m a t i o n ,  d e n i t r i f y i n g  c u l t u r e s  
p r o d u c e d  m o r e  o f  t h i s  m i n e r a l  t h a n  t h o s e  g r o w i n g  w i t h  02
37
a s  t h e  s o l e  t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r .  T h i s  s u g g e s t s  
t h a t  c o m p e t i t i o n  f o r  0 2 e x i s t s  b e t w e e n  p r o c e s s e s  
i n v o l v i n g  r e s p i r a t o r y  e l e c t r o n  d i s p o s a l  a n d  Fe^Ojj  
f o r m a t i o n .  O x y g e n  may  a l s o  b e  r e q u i r e d  f o r  Fe^Ojj  
f o r m a t i o n  by  o t h e r  s p e c i e s  o f  m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a .
B a c t e r i a l  Fe^ O^  a p p e a r s  t o  p e r s i s t  i n  s e d i m e n t s  
a f t e r  d e a t h  a n d  l y s i s  o f  c e l l s .  T h e  p r e s e n c e  o f  
b a c t e r i a l  FegOjj i n  t h e  f o s s i l  a n d  p a l e  o m a g n e  t i c  r e c o r d s  
may b e  o f  u s e  a s  a r e t r o s p e c t i v e  i n d i c a t o r  o f  s e d i m e n ­
t a t i o n  t h a t  h a s  o c c u r r e d  i n  m i c r o a e r o b i c  w a t e r s .
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I N T R O D U C T I O N
M a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a  c o n t a i n  i n t r a c e l l u l a r ,  
e n v e l o p e d ,  m a g n e t i c  p a r t i c l e s  o r  " m a g n e t o s o m e s "  ( F i g .
1 ) .  The m a g n e t o s o m e s  o f  s t r a i n s  t h a t  h a v e  b e e n  s t u d i e d  
c o n s i s t  o f  F e ^ O ^ ,  t h e  i r o n  o x i d e  m a g n e t i t e  ( F r a n k e l  e t  
a l .  1 9 8 3 ;  T o n e  a n d  M o e n c h ,  1 9 8 1 ) ,
A a u a s E i r i i l i i f f l  f f i a s n s i s i a s i i s u a  s t r a i n  m s - 1 ,  t h e  m o s t  
t h o r o u g h l y  s t u d i e d  m a g n e t i c  b a c t e r i u m ,  i s  a n  o b l i g a t e  
m i c r o a e r o p h i 1 e . C e l l s  d e n i t r i f y  m i c r o a e r o b i c a l l y  and 
c o n c o m i t a n t l y  c o n s u m e  02 - H o w e v e r ,  u n l i k e  m o s t  o t h e r  
d e n i t r i f i e r s , t h e y  do n o t  g r o w  u n d e r  s t r i c t l y  a n a e r o b i c  
c o n d i t i o n s ,  e v e n  w i t h  NO^-  p r e s e n t  ( B l a k e m o r e  e t  a l .  
1 9 7 9 ;  B a z y l i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 a ) .  R a t e s  o f  g r o w t h  
a n d  i n t r a c e l l u l a r  FegOjj f o r m a t i o n  ( B l a k e m o r e  e t  a l .  
1 9 7 9 ) .  d e n i t r i f i c a t i o n  ( B a z y l i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 a )  
a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n  ( B a z y l i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 b )  
by  t h i s  o r g a n i s m  a r e  n o t i c e a b l y  d e p r e s s e d  w h e n  t h e  
i n i t i a l  02 t e n s i o n  i n  t h e  c u l t u r e  h e a d s p a c e  i s  g r e a t e r  
t h a n  6 k P a .  C u l t u r e s  g r o w i n g  w i t h  0 2 a s  t h e  t e r m i n a l  
e l e c t r o n  a c c e p t o r  ( e . g . ,  w i t h  NHjj+ i n  l i e u  o f  NO^-  a s  
t h e  s o l e  N s o u r c e )  c o n t a i n  f e w e r  m a g n e t i c  c e l l s  t h a n  do 
t h o s e  w h i c h  a r e  d e n i t r i f y i n g .  H o w e v e r ,  t h e  e f f e c t  o f  02 
a n d  N s o u r c e  o n  F e^ O j j  f o r m a t i o n  b y  c e l l s  h a s  n o t  
p r e v i o u s l y  b e e n  q u a n t i t a t e d  d u e  t o  l a c k  o f  a s u i t a b l e  
m e t h o d  t o  m e a s u r e  c e l l  m a g n e t i s m .
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We h a v e  p r e v i o u s l y  e s t i m a t e d  c e l l  m a g n e t i s m  i n  
l i q u i d  c u l t u r e s  b y  m i c r o s c o p i c a l l y  n o t i n g  t h e  e x t e n t  t o  
w h i c h  s u s p e n d e d  c e l l s  a l i g n  w i t h  a n  a p p l i e d  m a g n e t i c  
f i e l d ,  o r  b y  q u a l i t a t i v e  e s t i m a t e s  o f  t h e i r  d i f f e r e n t i a l  
l i g h t  s c a t t e r i n g  w h e n  c u l t u r e s  a r e  h e l d  i n  a  c o n t i n u ­
o u s l y  r o t a t i n g  m a g n e t i c  f i e l d  ( e . g .  o v e r  a  l a b o r a t o r y  
m a g n e t i c  s t i r r e r ) .  The c e l l s  e x h i b i t  o p t i c a l  b i r e f r i n ­
g e n c e ,  h o w e v e r ,  a n d  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  q u a n ­
t i t a t e  c e l l  m a g n e t i c  m o m e n t s  ( v a l u e s  o f  p )  f r o m  m e a s u r e ­
m e n t s  o f  m a g n e t i c  f i e l d - d e p e n d e n t  b i r e f r i n g e n c e  ( R o s e n ­
b l a t t  e t  a l .  1 9 8 2 ) .
We u n d e r t o o k  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t o  c l a r i f y  t h e  r e l a ­
t i o n s h i p  b e t w e e n  a v a i l a b l e  O2  a n d  c e l l  m a g n e t i s m  i n  
c u l t u r e s  g r o w n  w i t h  NO ^-  a n d / o r  NHjj+ a s  t h e  s o l e  N 
s o u r c e .  O u r  f i n d i n g s  a r e  r e l e v a n t  t o  t h e  b i o g e o ­
c h e m i s t r y  o f  i r o n ,  a n d ,  i f  r e p r e s e n t a t i v e  o f  o t h e r  
s p e c i e s ,  i n d i c a t e  t h a t  b a c t e r i a  p r o d u c e  Fe^Ojj  o n l y  w i t h  
O2  a v a i l a b l e  b u t  u n d e r  m i c r o a e r o b i c  c o n d i t i o n s .
Fig. 1. T r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  n e g a t i v e l y  
s t a i n e d  c e l l s  o f  JL. m a g n f i i a i a e i i f i l i f f l .  C e l l s  c o n t a i n  
c h a i n s  o f  m a g n e t o s o m e s  w h i c h  a r e  o f t e n  b i s e c t e d  by 
d i v i s i o n  p l a n e s .  B a r  = 1 | iM.

M A T E R I A L S  AND M E T H O D S
A. a a g n e t o t a c t i c u i n  w a s  c u l t u r e d  i n  a c h e m i c a l l y  
d e f i n e d  m e d i u m  ( B l a k e m o r e  e t  a l .  197  9) c o n t a i n i n g  
t a r t a r i c  a c i d  i n  l i e u  o f  s u c c i n i c  a s  a c a r b o n  s o u r c e ,  
a n d  e i t h e r  2 mM NaNOg,  ( N H ^ g S O ^ ,  o r  b o t h  N s o u r c e s ,  
e a c h  a t  1 mM. C e l l s  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  1 5 5 - m l  s e a l e d  
v i a l s ,  e a c h  c o n t a i n i n g  55  ml  o f  c u l t u r e  m e d i u m  u n d e r  a 
g a s  a t m o s p h e r e  o f  k n o wn  c o m p o s i t i o n .  C u l t u r e s  w e r e  
p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e  u s i n g  s e v e n  d i f f e r e n t  i n i t i a l  
h e a d s p a c e  g a s  c o m p o s i t i o n s :  0 . 0  ( t r a c e ) ,  0 - 5 ,  1 . 0 ,  2 . 5 ,  
5 . 0 ,  1 0 . 0 ,  a n d  2 0 . 9  % ( v o l / v o l )  o f  0£  i n  Ng.  I t  i s  
i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  c u l t u r e  s y s t e m  u s e d  l a c k e d  
e x t e n s i v e  r e d o x  b u f f e r i n g .  Me d i u m  c o n t a i n i n g  r e s a z u r i n  
w a s  c o l o r l e s s  p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n  b u t  w a s  f a i n t l y  p i n k  
j u s t  a f t e r w a r d .  T h u s ,  t r a c e  a m o u n t s  o f  0g a d d e d  w i t h  
t h e  i n o c u l u m  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  a l l o w  s o m e  c e l l  g r o w t h .  
No s a m p l e  i n  t h i s  s t u d y  w a s  s t r i c t l y  a n a e r o b i c  p r i o r  t o  
i n o c u l a t i o n .  I n  c o n f i r m a t i o n  o f  e a r l i e r  p u b l i s h e d  
f i n d i n g s ,  A, o a £ l ie i a ia f i . i i£ U I B  > w h e n  t e s t e d  u n d e r  s t r i g e n t  
c o n d i t i o n s  o f  a n o x i a ,  f a i l e d  t o  g r o w  e v e n  w i t h  NOg" 
p r e s e n t .  C u l t u r e s  w e r e  e a c h  i n o c u l a t e d  t o  1. 3 x  10^ 
c e l l s / m l  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 0 °  C w i t h o u t  s h a k i n g .  At  t h e  
e n d  o f  g r o w t h  t h e  f o l l o w i n g  w e r e  e v a l u a t e d :
1 .  c e l l s / m l  ( b y  me a n s  o f  d i r e c t  m i c r o s c o p i c  c o u n t s )
2.  m a g n e t o s o m e s  p e r  c e l l  ( b y  m e a n s  o f  d i r e c t  t r a n s m i s ­
s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ;  m a g n e t o s o m e s  
w i t h i n  100  c e l l s  f r o m  e a c h  c u l t u r e  w e r e  c o u n t e d )
3 .  a v e r a g e  c e l l  m a g n e t i c  m o m e n t  ( b y  m e a s u r i n g  m a g n e t i c  
f i e l d - d e p e n d e n t  c u l t u r e  b i r e f r i n g e n c e )
The  a p p a r a t u s  u s e d  t o  m e a s u r e  m a g n e t i c  f i e l d - d e p e n ­
d e n t  c u l t u r e  b i r e f r i n g e n c e  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  ( R o s e n ­
b l a t t  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  B a c t e r i a  i n  5 ml  o f  c u l t u r e  f l u i d  
w e r e  f i x e d  w i t h  a  d r o p  o f  10 % g l u t a r a l d e h y d e .  F i x e d  
c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  w e r e  p l a c e d  i n  a 3 - m l  c u v e t t e  ( 1 - c m  
p a t h  l e n g t h )  s i t u a t e d  w i t h i n  a H e l m h o l t z  c o i l  p a i r  t h a t  
w a s  u s e d  t o  v a r y  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  a p p l i e d  t o  t h e  
s a m p l e .  The e n t i r e  a s s e m b l y  w a s  p l a c e d  w i t h i n  a M u m e t a l  
c a n i s t e r  t o  c a n c e l  t h e  a m b i e n t  l a b o r a t o r y  m a g n e t i c  f i e l d  
on t h e  c e l l s .  Th e  o p t i c  a x i s  o f  t h e  s a m p l e  wa s  p e r p e n ­
d i c u l a r  t o  t h e  a p p l i e d  m a g n e t i c  f i e l d .  I n c r e a s e s  i n  t h e  
f i e l d  s t r e n g t h  o v e r  t h e  r a n g e  0.1 -  2 5 . 0  Oe p r o d u c e d  a
c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  m e a s u r e d  b i r e f r i n g e n c e .  O n l y  
m a g n e t i c  c e l l s  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  m e a s u r e d  e f f e c t .  The  
d a t a  w e r e  a n a l y z e d  t o  y i e l d  t h e  a v e r a g e  v a l u e  a n d  d i s ­
t r i b u t i o n  o f  p f o r  t h o s e  c e l l s .
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R E S U L T S
We d i d  n o t  o b s e r v e  t o t a l  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  by- 
h i g h  02 i n  t h i s  s t u d y .  C e l l s  e x h i b i t e d  a g r o w t h  l a g  a t  
h i g h  02 v a l u e s  b u t ,  d e s p i t e  t h e i r  m i c r o a e r o p h i l i c  
c h a r a c t e r ,  t h e y  e v e n t u a l l y  g r e w .  We a t t r i b u t e  t h i s  t o  
t h e  u s e  o f  s e a l e d ,  s t a t i c  c u l t u r e s ,  b e c a u s e  c e l l s  n e v e r  
g r e w  f r o m  s m a l l  i n o c u l a  i n  a c u l t u r e  i n  f r e e  e x c h a n g e  
w i t h  a i r .  A d d i t i o n a l  s t u d i e s  u s i n g  s y s t e m s  w i t h  
c o n s t a n t  P o 2 a r e  e x p e c t e d  t o  d e f i n e  t h e  p r e c i s e  0 2 
t e n s i o n  f o r  o p t i m a l  c e l l  g r o w t h  a n d  FegOjj  f o r m a t i o n .
N e v e r t h e l e s s ,  t h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  m o r e  t h a n  50 % 
o f  c e l l s  i n  c u l t u r e s  h a d  m a g n e t o s o m e s  o n l y  w h e n  t h e  
i n i t i a l  h e a d s p a c e  P o 2 w a s  b e t w e e n  0 . 5  a nd  5 k P a  ( T a b l e s  
2 - 4 ;  F i g s .  2 - 4 ) .  O u t s i d e  o f  t h i s  n a r r o w  r a n g e ,  Fe^O/j  
p r o d u c t i o n  d i m i n i s h e d  m a r k e d l y  r e g a r d l e s s  o f  t h e  N 
s o u r c e ,  e v e n  t h o u g h  c e l l s  g r e w .  Th e  o p t i m a l  P o 2 f o r  
Fe^Oj j  f o r m a t i o n  w a s  1 k P a  w i t h  NO^-  p r e s e n t  ( T a b l e s  2 ,
4)  o r  0 . 5  k P a  w i t h  NHi,+ a l o n e  ( T a b l e  3 ) .  At  t h e  o p t i m a l  
P o 2 , t h e  l a r g e s t  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  
c o n t a i n e d  m a g n e t o s o m e s  ( T a b l e s  2 - 4 )  a n d  t h e  a v e r a g e  
n u m b e r  o f  m a g n e t o s o m e s  p e r  c e l l  w a s  a l s o  h i g h e s t  ( F i g s .  
2 - 4 ) .  F i g s .  2 - 5  a l s o  i l l u s t r a t e  t h e  e f f e c t  o f  b o t h  l o w  
a n d  h i g h  02 i n  i n h i b i t i n g  FejOj j  f o r m a t i o n  b y  c e l l s .  
V a l u e s  o f  c e l l  m a g n e t i c  m o m e n t  w e r e  a l s o  o p t i m a l  a t
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a p p r o x i m a t e l y  1 k P a  02 ( T a b l e s  2 - 4 ) ,  i l l u s t r a t i n g  t h e  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  c e l l  m a g n e t o s o m e  c o n t e n t  a n d  
i n t r i n s i c  m a g n e t i c  mo me n t  a s  d e t e r m i n e d  f r o m  b i r e f r i n ­
g e n c e  m e a s u r e m e n t s .  The a v e r a g e  m a g n e t i c  m o m e n t s  
m e a s u r e d  w e r e  t h o s e  e x p e c t e d  f r o m  F e ^ O ^  g r a i n s  i n  t h e  
4 0 0 - 5 0 0  1 r a n g e .
A s o m e w h a t  h i g h e r  v a l u e  o f  p w a s  o b t a i n e d  f o r  c e l l s  
g r o w n  w i t h  t r a c e  a m o u n t s  o f  0 2 a n d  w i t h  NHjj + a s  t h e  s o l e  
N s o u r c e  ( T a b l e  B) t h a n  f o r  t h o s e  p r o v i d e d  w i t h  NO^- 
( T a b l e s  2 a n d  4 ) .  S i n c e  t h e  c e l l s  d i d  n o t  g r o w  w e l l  on 
NHjj+ w i t h  t r a c e  0 2 , t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  v a l u e  o f  u 
( T a b l e  3) w a s  s t r o n g l y  i n f l u e n c e d  b y  t h a t  o f  t h e  
i n o c u l u m ,  w h i c h  c o n s i s t e d  o f  m a g n e t i c  c e l l s .  The  
m a g n e t i c  m o m e n t  m e a s u r e d  w a s  n o t  r e p r e s e n t a t i v e  o f  Fe^Oij  
f o r m a t i o n  d u r i n g  i n c u b a t i o n .
At  t h e  o p t i m a l  Po2 f o r  Fe^O^  f o r m a t i o n ,  t h e  a v e r a g e  
p v a l u e s  f o r  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  NO^-  ( T a b l e s  2 a n d  4) 
w e r e  r o u g h l y  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  c e l l s  g r o w n  o n  NHjj + 
a l o n e  ( T a b l e  3 ) .  H o w e v e r ,  a t  t h e  o p t i m a l  Po2> 1 0 0  % o f  
c u l t u r e d  c e l l s  g r o w n  w i t h  NO^"" a l o n e  ( T a b l e  2 ;  F i g .  2) 
p o s s e s s e d  m a g n e t o s o m e s ,  w h e r e a s  o n l y  84  t o  87 % o f  
c u l t u r e d  c e l l s  g r o w n  w i t h  NHjj+ a l o n e  ( T a b l e  3 ;  F i g .  3) 
c o n t a i n e d  m a g n e t o s o m e s .  F u r t h e r m o r e ,  a t  t h e i r  o p t i m u m  
P o 2 , c e l l s  g r o w n  w i t h  NHjj + a l o n e  ( T a b l e  3) may h a v e  
p r o d u c e d  f e w e r  m a g n e t o s o m e s  t h a n  c e l l s  w i t h  N0g~ a l o n e
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( T a b l e  2 ) .  The  l a r g e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e s e  m e a s u r e m e n t s  r e f l e c t  d i f f i c u l t y  i n  o u r  
a b i l i t y  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  s m a l l e r  m a g n e t o s o m e s  
a n d  n o n - m a g n e t o s o m e s  i n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  w h o l e  
c e l l s .  I n  a d d i t i o n ,  d u r i n g  g r o w t h  i n  t h e  c l o s e d  s y s t e m  
u s e d ,  c e l l s  ma y  h a v e  e x h i b i t e d  v a r i a b l e  m a g n e t o s o m e  
p r o d u c t i o n  a s  O2  a n d  F e  c o n c e n t r a t i o n s  c h a n g e d .  The  
s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  NO^-  w a s  e s p e c i a l l y  e v i d e n t ,  
h o w e v e r ,  wh e n  t h e  t o t a l  F e ^ O ^  y i e l d  o f  c u l t u r e s  w a s  
e v a l u a t e d  f o r  e a c h  v a l u e  o f  O2 ( F i g .  5 ) .  S i n c e  NHi[ + a t  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  d o e s  n o t  r e p r e s s  d e n i t r i f i c a t i o n  
( B a z y l i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 b ) ,  t h e s e  r e s u l t s  v e r i f y  
t h a t  Fe^Oi j  w a s  p r o d u c e d  i n  g r e a t e s t  q u a n t i t y  b y  
d e n i t r i f y i n g  c e l l s .  T h i s  e f f e c t  a p p e a r e d  t o  be  t h e  
r e s u l t  o f  s t i m u l a t i o n  b y  NO^-  r a t h e r  t h a n  i n h i b i t i o n  by 
NHjj+ b e c a u s e  a t  t h e  Pog o p t i m a l  f o r  F e ^ O ^  f o r m a t i o n ,  t h e  
c o m b i n e d  e f f e c t  o f  t h e  t w o  ( T a b l e  4 ,  F i g .  JO w a s  s i m i l a r  
t o  t h a t  o f  N ~ a l o n e  ( T a b l e  2 ;  F i g .  2 ) .
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TABLE 2 .
Ef fec t  o f  0 2 o n  A.  m a g n e to t a c t i c u m  g ro wt h  and F e 20 4 s y n t h e s i s  w i th  N 0 3‘
Initial  
(>: Concent ra t ion  
(kPa in h ea d sp a c e)
Final  Cel l  
Concentra t ion  
( ce l l s / i n l f
A v e r a g e  N o .  o f  
M a g n e t o s o m e s  
( ±  S D hfCell)
P erc en t  o f  Cells  
with
M a g n e t o s o m e s c
M ag n e t i c  
M o m e n t  ( pj  
( x ! 0 ~ u  emu)'1
Tr ace 1.8 ±  0 .0  x  10“ 2 .0  ±  3.5 41 0 .6 - 0 . 7
0.5 1.8 ±  0 .2  x  108 10.0 ±  10.0 88 0 . 8 - 1 . 0
1.0 2.5  ±  0 .3  x  10s 17.2 ±  7.8 100 2 . 9 - 3 . 3
2.5 2 .4  ±  0 . 0  x  108 14.9 ±  7.7 94 2 .8 -3 . 1
5.0 2 .5  ±  0 .3  x  10s 13.0 ±  15.9 82 2 . 7 - 2 . 9
10.0 1.1 ±  0 .0  x  108 1.6 ±  4 .8 14 1 .0 -1 .2
21 .0 8 .7  ±  0.3 x  107 0.5 ±  2.6 4 N D ‘’
"Values indicate means and standard deviations, respectively, obtained from triplicate cultures. Initial cell concentration 
was 1.3 ±  0.2 x  106 cells/ml.
fcThe average number o f  magnetosomes per cell ±  the standard deviation. The magnetosomes from 100 cells cultured at 
each Poi value were enumerated.
' Values corrected for percent o f  cell yield as inoculum, assuming the inoculum consisted entirely o f  magnetic cells.
'* Measured by field-dependent birefringence. Values indicate ranges from duplicate cultures.
' N D  = None Detected.
a s  p u b lish ed  in  G eom icrobio l.  J .  4 :53 -71
TABLE 3.
Ef fec t  o f  O 2 on  A .  m a g n e to t a c t i c u m  g row th  and F e 30 4 s yn t h es i s  w i th  N H 4+
Initial  
Oi  Concent ra t ion  
(kPa in h ea d sp a c e)
Final  Cel l  
Concentra t ion  
(cel ls/ml)a
A v e r a g e  N o .  o f  
M a g n e t o s o m e s  
( ±  SI )1’I Cell)
P e rc e n t  o f  Cel ls  
with
M a g n e t o s o m e s c
M a g n e t i c  
M o m e n t  (g.,) 
( x  1 0 ~ ' 3 e m u /
Trac e 1.8 ±  0 .3  x  106 9 .0  ±  9.1 19 3.3
0.5 2 .6  ±  0 .5  x  107 11.5 ±  8 .0 87 3 .1 - 3 . 7
1.0 7.5  ±  3.1 x  107 11.9 ±  9.7 84 3 . 2 - 3 . 6
2.5 9 .7  ±  1.0 x  107 6 .0  ±  10.0 59 1 .3 -1 .7
5 .0 1.4 ±  0.1 x  108 3.7  ±  4 .8 54 1 .7 -2 .3
10 .0 1.8 ±  0.1 x  108 3.1 ±  5.4 35 1.3
21 .0 2.5  ±  0.1 x  108 2 .6  ±  4 .4 48 0 .6
" Values indicate means and standard deviations, respectively, obtained from triplicate cultures. Initial cell concentration  
was 1.3 ±  0.2 x  10ft cells/ml.
''The average number o f  magnetosomes per cell ±  the standard deviation. The magnetosomes from 100 cells cultured at 
each Po2 value were enumerated.
' Values corrected for percent o f  cell yield as inoculum, assuming the inoculum consisted entirely o f  magnetic cells. 
‘'Measured by field-dependent birefringence. Values indicate ranges from duplicate cultures.
as pu b lish ed  in G eom icrobio l.  J .  4 :5 3 -7 1
TABLE 4 .
E f f e c t  o f  0 2 o n  A .  m a g n e to t a c t i c u m  g row th  and F e 20 4 s yn t h es i s  wi th  N 0 3_ and  N H 4+
Initial  
O? Concent ra t ion  
(kPa in h e a d s p a c e )
Final  Cell  
Concentra t ion  
(cel ls lml)“
A v e r a g e  N o .  o f  
M a g n e t o s o m e s  
( ±  S D hlCell)
Perc en t  o f  Cel ls  
with
M a g n e t o s o m e s 1'
M agn e t i c  
M o m e n t  (p.) 
< x l 0 ~ u  e m i t f
Tra ce 1.2 ±  0.1 x  10s 1.2 ±  3.2 21 0 . 7 - 0 . 8
0.5 2 .7  ±  0.1 x  108 3.7  ±  4.4 55 1 . 0 - 1 . 1
1.0 2 .8  ±  0.1 x  108 14,4 ±  8.3 94 2 . 9 -3 .1
2.5 2 . 2  ±  0 .3  x  108 11.8 ±  10.0 89 2 . 1 - 2 . 6
5.0 1.5 ±  0 .5  x  108 10.6 ±  10.0 84 1 .9 -2 .2
10.0 1.1 ±  0 . 2  x  108 2 .9  ±  6.9 36 1 .0 -2 . 6
21 .0 1.2 ±  0 . 0  x  108 0 .8  ±  2.7 15 0 .7 - 1 . 5
"Values indicate means and standard deviations, respectively, obtained from triplicate cultures. Initial cell concentration  
was 1.3 ±  0.2 x  106 cells/ml.
'T h e  average number o f  magnetosomes per cell ±  the standard deviation. The magnetosomes from 100 cells cultured at 
each Po2 value were enumerated.
' Values corrected from percent o f  cell yield as inoculum, assuming the inoculum consisted entirely o f  magnetic cells.
11 Measured by field-dependent birefringence. Values indicate ranges from duplicate cultures, 
as p u b lish ed  in  G eom icrobio l. J .  4 :53-71
FIGURE 2 .  M a g n e t o s o m e  d i s t r i b u t i o n s  w i t h i n  
f f l a s a s i f i i a s i i s i i i a  g r o w n  w i t h  NO^-  a n d  (A) t r a c e ,  ( B) 1 % 
a n d  (C)  21 % [ k P a ]  0 2 . M a g n e t o s o m e s  w i t h i n  100  c e l l s  
w e r e  c o u n t e d  by  m e a n s  o f  d i r e c t  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
u s i n g  c u l t u r e s  g r o w n  a t  e a c h  0 2 t e n s i o n .  S m a l l  n u m b e r s  
a b o v e  t h e  " z e r o "  c o l u m n s  i n d i c a t e  t h e  n u m b e r s  o f  c e l l s  
o b s e r v e d  w i t h  no  m a g n e t o s o m e s .  V a l u e s  o f  "30  +" i n  
a b s c i s s a s  i n d i c a t e  n u m b e r s  o f  c e l l s  o b s e r v e d  t h a t  
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FIGURE 3 .  M a g n e t o s o m e  d i s t r i b u t i o n s  w i t h i n  JL-. 
f f l a g D S ie ia s t i f iu a i  g r o w n  w i t h  NH^+ a n d  (A) t r a c e ,  ( B) 1 %,  
a n d  (C) 21 % [ k P a ]  0 2 . M a g n e t o s o m e s  w i t h i n  100  c e l l s  
w e r e  c o u n t e d  by  m e a n s  o f  d i r e c t  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
u s i n g  c u l t u r e s  g r o w n  a t  e a c h  0 2 t e n s i o n  ( s e e  a l s o  l e g e n d  
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FI GURE 4 .  M a g n e t o s o m e  d i s t r i b u t i o n s  w i t h i n  A_t 
f l ia S Q f i i f i ia e i la i im  g r o w n  w i t h  NOg“ p l u s  NHj) + a n d  (A) t r a c e ,  
( B) 1 %, a nd  ( C)  21 % [ k P a ]  O2 . M a g n e t o s o m e s  w i t h i n  100 
c e l l s  w e r e  c o u n t e d  by m e a n s  o f  d i r e c t  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  u s i n g  c u l t u r e s  g r o w n  a t  e a c h  O2  ( s e e  a l s o  
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FIGURE 5 .  T o t a l  m a g n e t i t e  y i e l d  o f  c u l t u r e s  g r o w n  w i t h  
v a r i o u s  s o l e  n i t r o g e n  s o u r c e s  a t  d i f f e r e n t  i n i t i a l  
h e a d s p a c e  O2  c o n c e n t r a t i o n s .  V a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  by  
m u l t i p l y i n g  t h e  a v e r a g e  f i n a l  c e l l  y i e l d  b y  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  a v e r a g e  n u m b e r  o f  m a g n e t o s o m e s  p e r  c e l l .  
V a l u e s  a r e  n o r m a l i z e d  t o  t h e  m a x i m u m  y i e l d  o b t a i n e d .
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FIGURE 6 .  T r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  s e d i m e n t  
c o l l e c t e d  f r o m  a  b r a c k i s h  e n v i r o n m e n t  c o n t a i n i n g  
m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a .  T h i n  s e c t i o n  s t a i n e d  w i t h  
u r a n y l  a c e t a t e .  N o t e  t h e  t r a n s v e r s e  s e c t i o n s  t h r o u g h  
d i a t o m s  a s  w e l l  a s  t h r o u g h  c l u m p s  o f  e x t r a c e l l u l a r  
p a r t i c l e s  h a v i n g  a  s i z e  a n d  m o r p h o l o g y  o f  m a g n e t o s o m e s  
f o u n d  w i t h  b a c t e r i a  c o l l e c t e d  a t  t h e  s a m e  s i t e .  I n s e t  
s h o w s  n e g a t i v e l y  s t a i n e d  m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a  
c o l l e c t e d  f r o m  t h e  s e d i m e n t  s a m p l e  b e f o r e  i t  wa s  
p r e p a r e d  f o r  t h i n  s e c t i o n i n g .  B a r  = 1 juM.

D I S C U S S I O N
L o w e r  f i n a l  g r o w t h  y i e l d s  a t  < 1 k P a  0 2 , r e g a r d l e s s  
o f  t h e  N s o u r c e ,  i l l u s t r a t e  t h e  s p e c i f i c  r e q u i r e m e n t  o f  
t h i s  o r g a n i s m  f o r  0 .,. The  n a t u r e  o f  t h i s  r e q u i r e m e n t  i s  
u n k n o w n  b u t  m a y  r e l a t e  t o  a  n e e d  f o r  02 i n  b i o s y n t h e s i s .  
W i t h  NHjj+ a s  s o l e  N s o u r c e ,  c e l l s  a t  < 1 k P a  0 2 w e r e  
a l s o  l i m i t e d  by  e l e c t r o n  a c c e p t o r  ( 0 2 ) .  T h e y  g r e w  t o  
h i g h e r  c e l l  y i e l d s  a t  l o w  P o 2 w h e n  s u p p l i e d  w i t h  t h e  
a l t e r n a t e  e l e c t r o n  a c c e p t o r ,  NO^- .
The r e a s o n  f o r  d e p r e s s e d  g r o w t h  o f  c e l l s  w i t h  NOg~ 
p r e s e n t  a t  h i g h  ( 1 0 - 2 1  k P a )  0 2 i s  u n k n o w n ,  b u t  ma y  h a v e  
b e e n  d u e  t o  0 2 i n h i b i t i o n  o f  N02 " r e d u c t i o n .  The  
r e s u l t i n g  a c c u m u l a t i o n  o f  N02 “ w o u l d  b e  t o x i c  f o r  c e l l s  
( B a z y l i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 b ) .
The  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  b a c t e r i a l  F e ^ O^  w a s  p r o d u c e d  
o p t i m a l l y  u n d e r  m i c r o a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  Mor e  t h a n  50 % 
o f  c e l l s  h a d  m a g n e t o s o m e s  o n l y  w h e n  t h e  i n i t i a l  h e a d ­
s p a c e  Po2 o f  a s e a l e d  c u l t u r e  w a s  b e t w e e n  0 . 5  a n d  5 k P a .  
T h u s ,  c e l l s  r e q u i r e  0 2 t o  p r o d u c e  F e j O j j .  M o r e o v e r ,  
s i n c e  a t o m i c  o x y g e n  w a s  a l w a y s  a b u n d a n t  i n  p h o s p h a t e  a n d  
n i t r a t e  o f  t h e  c u l t u r e  m e d i u m ,  o n l y  d i o x y g e n  s a t i s f i e d  
t h i s  r e q u i r e m e n t .
L o w e r  m a g n e t i s m  a t  l o w  Po2 o f  c e l l s  g r o w n  w i t h  
NH/(+ , c o m p a r e d  t o  t h o s e  g r o w n  w i t h  NOg- , may  i n d i c a t e
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c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  r e a c t i o n s  e m p l o y i n g  0 2 a s  a  t e r m i n a l  
e l e c t r o n  a c c e p t o r  a n d  o t h e r s  r e q u i r i n g  0 2 f o r  f o r m a t i o n  
o f  t h e  i r o n  o x i d e ,  F e ^ Oj p  S i n c e  t h e  b u l k  o f  0 2 c o n s u m e d  
by  g r o w i n g  c e l l s  i s  c o n s u m e d  i n  r e s p i r a t i o n  ( u n p u b l i s h e d  
r e s u l t s ) ,  t h e  e f f e c t  o f  s u c h  c o m p e t i t i o n  i n  d e c r e a s i n g  
t h e  Fe^Oj j  y i e l d  i s  m o s t  e v i d e n t  w i t h  c e l l s  g r o w n  o n  NHjj + 
u n d e r  m i c r o a e r o b i c  c o n d i t i o n s .
Th e  02 r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  F e ^ O ^  b y  
b a c t e r i a  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  p h y s i o l o g i c a l  i n t e r e s t  
b e c a u s e  c e l l s  o f  t h i s  a n d  o f  a t  l e a s t  s o m e  o t h e r  s p e c i e s  
o f  m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a  ( S p o r m a n n  a n d  W o l f e ,  1 9 8 4 )  a r e  
a e r o t a c t i c .  As a  r e s u l t  o f  t h e i r  a e r o t a c t i c  r e s p o n s e ,  
c e l l s  a r e  d i r e c t e d  t o ,  a n d  a c c u m u l a t e  i n ,  m i c r o a e r o b i c  
z o n e s  o p t i m a l  f o r  g r o w t h  a n d  f o r  F e ^ O^  f o r m a t i o n .
We b e l i e v e  o u r  f i n d i n g s  may h a v e  b r o a d e r  i m p l i c a ­
t i o n s  i n  b i o g e o c h e m i s t r y  a n d  g e o l o g y .  M a g n e t o t a c t i c  
b a c t e r i a  p r o d u c e  Fe^Oj j  p a r t i c l e s  w i t h  a  n a r r o w  s i z e  
r a n g e  a n d  w i t h  m o r p h o l o g i e s  u n i q u e  t o  v a r i o u s  s p e c i e s  
( M a t s u d a  e t  a l .  1 9 8 3 ;  Mann e t  a l .  1 9 8 4 ) .  S t r u c t u r e s  
w i t h  t h e  u n i q u e  m o r p h o l o g y  a n d  s i z e  o f  b a c t e r i a l  FegOj j  
g r a i n s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  s e d i m e n t s  by  s e v e r a l  i n v e s ­
t i g a t o r s  ( B l a k e m o r e ,  1 9 7 5 ;  W. G h i o r s e ,  p e r s o n a l  c o m m u n ­
i c a t i o n ;  K i r s c h v i n k  a n d  C h a n g ,  1 9 8 4 ) .  T h e y  a p p a r e n t l y  
p e r s i s t  a s  m a g n e t i c  m i c r o f o s s i l s  i n  s e d i m e n t s  a f t e r  
t h e i r  r e l e a s e  f r o m  d e a d  b a c t e r i a  ( F i g .  6 ) .  B e c a u s e  t h e y
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a r e  s i n g l e  m a g n e t i c  d o m a i n s  a nd  h a v e  p e r m a n e n t  r e m a n e n t  
m o m e n t s ,  b a c t e r i a l  F e ^ O ^  g r a i n s  m i g h t  c o n t r i b u t e  a b i o ­
l o g i c a l  r e m a n e n t  m a g n e t i z a t i o n  t o  s e d i m e n t s  c o n t a i n i n g  
t h e m .  K i r s c h v i n k  a n d  C h a n g  ( 1 9 8 4 )  h a v e  d e t e r m i n e d  t h a t  
t h e  s t a b l e ,  n a t u r a l  r e m a n e n t  m a g n e t i z a t i o n  t h e y  d e t e c t e d  
i n  m a r i n e  c a l c a r e o u s  o o z e s  a p p e a r e d  t o  b e .  i n  l a r g e  
p a r t ,  d u e  t o  s i n g l e - d o m a i n  s i z e d  Fe^Oi j  c r y s t a l s .  The 
u n i q u e  s i z e  a n d  s h a p e  o f  t h e s e  g r a i n s  a n d  t h e i r  
s i m i l a r i t y  t o  FejOj j  o f  b a c t e r i a l  o r i g i n  l e d  t h e s e  
w o r k e r s  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a  a r e  a  
p r i m e  s o u r c e  o f  an i m p o r t a n t  c o m p o n e n t  o f  t h e  p a l e o -  
m a g n e t i c  r e c o r d .
S t u d i e s  o f  t h e  o c c u r r e n c e  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  o t h e r  
s p e c i e s  o f  m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a  f o u n d  i n  n a t u r a l  e n v i ­
r o n m e n t s  a n d  i n  e n r i c h m e n t s  ( B l a k e m o r e ,  1 9 7 5 ,  1 9 8 2 ;  
Moe nch  a n d  K o n e t z k a ,  1 9 7 8 ) ;  S p o r m a n n  a n d  W o l f e ,  1984)  
l e a d  u s  t o  b e l i e v e  t h a t  o t h e r  t y p e s  o f  m a g n e t o t a c t i c  
b a c t e r i a  a r e  a l s o  m i c r o a e r o p h i l i c  a n d  r e q u i r e  O2  f o r  
Fe^Oij  f o r m a t i o n .  F o r  i n s t a n c e ,  b a c t e r i a l  F e ^ O ^  i s  
f o r m e d  f r o m  h y d r o u s  f e r r i c  o x i d e  p r e c u r s o r s  p r o d u c e d ,  i n  
t u r n ,  by  o x i d a t i o n  o f  f e r r o u s  i o n s  ( F r a n k e l  e t  a l .
1 9 8 3 ) .  T h e  p r e s e n c e  i n  t h e  f o s s i l  r e c o r d  o f  b i o g e n i c  
s t r u c t u r e s  k n o w n  t o  b e  p r o d u c e d  o n l y  u n d e r  m i c r o a e r o b i c  
c o n d i t i o n s  m i g h t  p r o v i d e  a u s e f u l  t o o l  f o r  e x a m i n i n g  t h e  
o c c u r r e n c e  o f  f r e e  O2  i n  t h e  e a r l y  e a r t h .
Our  d a t a ,  i f  a p p l i c a a b l e  t o  o t h e r  s p e c i e s ,  d e m o n ­
s t r a t e  t h a t  b a c t e r i a l  F e ^ O ^  f o r m a t i o n  ( h e n c e  m a g n e t c -  
t a x i s )  c o u l d  h a v e  e v o l v e d  o n l y  a f t e r  f r e e  0 2 b e c a m e  
a v a i l a b l e  t o  c e l l s .  T h i s  may a t  f i r s t  h a v e  b e e n  i n  
m i c r o h a b i t a t s  s h a r e d  by  o x y g e n i c  p h o t o a u t o t r o p h s ,  s u c h  
a s  i n  a l g a l  m a t s .  Do P r e c a m b r i a n  s t r o m a t o l i t e s  o r  
A r c h e a n - E a r l y  P r o t e r o z o i c  b a n d e d  i r o n  f o r m a t i o n s ,  i n  
p a r t i c u l a r ,  p r e s e r v e  e v i d e n c e  o f  m a g n e t i c  b a c t e r i a ?  
C u r r e n t  t h i n k i n g  s u g g e s t s  t h a t  f r o m  1.7 t o  2 . 3  b i l l i o n  
y e a r s  b e f o r e  t h e  p r e s e n t ,  e v o l v i n g  02 a p p a r e n t l y  
s a t u r a t e d  i t s  p r i n c i p a l  A r c h e a n  s i n k s  ( F e 2+ a n d  r e d u c e d  
g a s s e s )  a n d  b e g a n  t o  a c c u m u l a t e  i n  t h e  a t m o s p h e r e  ( W a l k e r  
e t  a l .  1 9 8 3 ) ,  D u r i n g  t h i s  t r a n s i t i o n  t o  a n  o x i d i z i n g  
g l o b a l  a t m o s p h e r e ,  t h e  e a r t h ' s  e n t i r e  a t m o s p h e r e  b e c a m e ,  
by  t o d a y ' s  s t a n d a r d s ,  m i c r o a e r o b i c .  The " m i c r o a e r o -  
p h i l e s " ,  i n c l u d i n g  m a g n e t o t a c t i c  b a c t e r i a ,  h a d  a t h e r ­
m o d y n a m i c  e d g e  o v e r  c e l l s  u n a b l e  t o  u s e  02 a s  a  t e r m i n a l  
e l e c t r o n  a c c e p t o r  a n d  ma y  h a v e  b e c o m e  t h e  m o s t  p r e v a l e n t  
p h y s i o l o g i c a l  g r o u p  o n  e a r t h  d u r i n g  t h e  E a r l y  
P r o t e r o z o i c .  As  t h e  02 t e n s i o n  o f  t h e  a t m o s p h e r e  
i n c r e a s e d  t o w a r d s  i t s  p r e s e n t  l e v e l ,  e x t a n t  s p e c i e s  o f  
m i c r o a e r o p h i l e s  a p p a r e n t l y  f a i l e d  t o  e v o l v e  s u i t a b l e  
m e a n s  o f  d e t o x i f y i n g  d a m a g i n g  p r o d u c t s  o f  0 2 m e t a b o l i s m .  
Th e y  a p p e a r  t o  h a v e  o n c e  a g a i n  b e c o m e  r e s t r i c t e d  i n  
t h e i r  d i s t r i b u t i o n ;  t h i s  t i m e ,  how e v e r ,  t o  m i c r o h a b i t a t s
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c o n t a i n i n g  s u i t a b l y  l o w P o 2 . The a c q u i s i t i o n  o f  m a g n e -  
t o t a x i s  a n d  a e r o t a x i s  w o u l d  h a v e  h e l p e d  e n s u r e  t h e i r  
l o c a l i z a t i o n  i n  t h e s e  m i c r o a e r o b i c  z o n e s .  I t  w o u l d  be 
i n t e r e s t i n g  i f  p r o k a r y o t i c  m a g n e t o s o m e s  i n  t h e  f o s s i l  
a n d  p a l e o m a g n e t i c  r e c o r d s  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t o  t e s t  
t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  a n d  t o  p r o b e  f u r t h e r  t h e  d e t a i l s  o f  
E a r t h ' s  e a r l y  e v o l u t i o n .
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CHAPTER TWO
C H A P T E R  TWO
IRON RESPIRATION-DRI7EN PROTON 
TRANSLOCATION I N  AEROBIC BACTERIA
ABSTRACT
Wa s h e d  c e l l  s u s p e n s i o n s  o f  ffia£ll£i£=.
i a c i i a a m  m s - 1 , i t e r a a n i i  E 1 2 6 3 9 , J a s i l l u s  a a b i i i i a  
6 6 3 3  , a n d  E s c i i e £ i o i i i a  c a i i  CSH27 t r a n s l o c a t e d  p r o t o n s  i n  
r e s p o n s e  t o  t h e  a d d e d  o x i d a n t s  0 ^  o r  NOg“ , w i t h  
t r i p h e n y 1 m e t h y l p h o s p h o n i u m  b r o m i d e  ( TPMP+ ) a s  p e r m e a n t  
i o n .  I r o n  r e s p i r a t i o n - d r i v e n  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  wa s  
o b s e r v e d  w i t h  Aj. a a S E S t a i a a i i S l i a  s t r a i n  MS- 1 ,  Et.
S U i l i i l i s , a n d  Ej. s a i l ,  b u t  n o t  w i t h  a n o n - m a g n e t i t e  
p r o d u c i n g  s t r a i n  o f  K-. n a £ H a l2 ia a iA S .! lIB  ( s t r a i n  NM-1A)  o r  
w i t h  Ai  i i a c a c n i i .  P r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  t o  F e ^ + w a s  
t o t a l l y  i n h i b i t e d  b y  5 mM NaN^ o r  0 . 5  fiM c a r b o n y l  
c y a n i d e  m - c h l o r o p h e n y l h y d r a z o n e  ( CCCP) .
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I N T R O D U C T I O N
B a c t e r i a l  r e s p i r a t i o n s  w i t h  O2 , NOg~,  S O ^ - , Mn^ + , 
a n d  o t h e r  i n o r g a n i c  c o m p o u n d s  a s  t e r m i n a l  o x i d a n t s  h a v e  
b e e n  s u b j e c t s  o f  n u m e r o u s  I n v e s t i g a t i o n s .  I n  c o n t r a s t ,  
p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  a d d r e s s i n g  d i s s i m i l a t o r y  F e ^  + 
r e d u c t i o n  b y  m i c r o b e s  a r e  a l m o s t  n o n - e x i s t e n t .  
F e r r i c y a n i d e  r e d u c t i o n  w i t h  NADH b y  m e m b r a n e  v e s i c l e s  o f  
J a a i l l u a  s u k i i l i a  ( B i s s c h o p  e t  a l -  197 5) o r  w i t h  f o r m a t e  
by  E a e . i i a r i s h . i a  £ 2 l i  m e m b r a n e  v e s i c l e s  C B o o n s t r a  e t  a l .  
1 9 7 6 ) w a s  l i n k e d  t o  a f u n c t i o n i n g  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  
c h a i n .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  t w o  s i t e s  o f  
f e r r i c y a n i d e  r e d u c t i o n ,  o n e  o f  w h i c h  w a s  t h e  n i t r a t e  
r e d u c t a s e .  U n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  f e r r i c y a n i d e  
r e d u c t i o n  g e n e r a t e d  s u f f i c i e n t  p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  t o  
d r i v e  a c t i v e  t r a n s p o r t  o f  a m i n o  a c i d s .  U s i n g  m e m b r a n e s  
f r o m  c e l l s  o f  A a n a a n i r i l l l i m  i i a r a s n i . i t  D a i l e y  a n d  
L a s e e l l e s  ( 1 9 7 7 )  o b t a i n e d  e v i d e n c e  f o r  F e ^ + r e d u c t i o n  
w i t h  NADH o r  s u c c i n a t e  a s  r e d u c t a n t .  F r o m  s t u d i e s  w i t h  
r e s p i r a t o r y  i n h i b i t o r s ,  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  t e r m i n a l  
F e ^  + r e d u c t a s e  a c c e p t e d  e l e c t r o n s  f r o m  d o n o r s  a t  o n e  o r  
m o r e  s i t e s  b e f o r e  c y t o c h r o m e  c i n  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  
c h a i n .  T t  i s  e x t r e m e l y  i n t e r e s t i n g  t h a t  a e r a t i o n  
a b o l i s h e d  t h e  F e ^ + r e d u c t a s e  a c t i v i t y  b u t  n o t  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a n t i m y c i n  A, s u g g e s t i n g  t h e  i n h i b i t i o n  w a s
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d u e  t o  " d i v e r s i o n  o f  r e d u c t a n t  i n t o  t h e  t e r m i n a l  o x i d a s e  
s y s t e m "  ( D a i l e y  a n d  L a s c e l l e s ,  1 9 7 7 ) .
L a s c e l l e s  a n d  B u r k e  ( 1 9 7  8 ) e x a m i n e d  F e ^ + r e d u c t i o n  by 
m e m b r a n e s  o f  S i a c J l i l 2 £.2 £ ( m a  & £££££  a n d  f r o m  r e s u l t s  o f  
s t u d i e s  w i t h  r e s p i r a t o r y  i n h i b i t o r s  c o n c l u d e d  t h a t  F e ^ + 
i n t e r a c t e d  w i t h  a r e d u c e d  c o m p o n e n t  o f  t h e  e l e c t r o n  
t r a n s p o r t  c h a i n  t h a t  p r e c e d e d  c y t o c h r o m e  b.
B a c t e r i a l  s u b s t r a t e  o x i d a t i o n  i s  a c c o m p a n i e d  b y  
e x t r u s i o n  o f  p r o t o n s  t o  t h e  c e l l  e x t e r i o r  ( S c h o l e s  a n d  
M i t c h e l l ,  1 9 7 0 ) .  Wi t h  s u b s t r a t e  i n  e x c e s s ,  p r o t o n s  a r e  
t r a n s l o c a t e d  a c r o s s  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  i n  d i r e c t  
p r o p o r t i o n  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  a v a i l a b l e  s u i t a b l e  
t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r .  P r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  
m e a s u r e m e n t s  ( S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l ,  1 9 7 0 )  h a v e  
b e e n  w i d e l y  u s e d  t o  a s s e s s  b a c t e r i a l  r e s p i r a t i o n  w i t h  
d i v e r s e  o x i d a n t s .  I n  t h i s  p a p e r  we p r e s e n t  e v i d e n c e  
o b t a i n e d  w i t h  t h i s  t e c h n i q u e  f o r  " i r o n  r e s p i r a t i o n "  i n  
s e v e r a l  s p e c i e s  o f  a e r o b i c  b a c t e r i a .
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M A T E R I A L S  ADD M E T H O D S
Bacteria and culture conditions. ,A=_ m a sn fit2 i.a s .ii2 .U ff l 
s t r a i n s  w e r e  c u l t u r e d  m i c r o a e r o b i c a l l y  a t  2 8 °  C i n  
s t a t i c  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  MSGM m e d i u m  w i t h  1 . 8  mM NaNOg,
6  mM s u c c i n a t e  a n d  20 uM f e r r i c  q u i n a t e  a s  t h e  n i t r o g e n ,  
c a r b o n  a nd  F e ^ + s o u r c e s ,  r e s p e c t i v e l y  ( B l a k e m o r e  e t  a l .
1 9 8 5 ) .  The n o n - m a g n e t i c  s t r a i n  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  wa s  a 
s u b - c l o n e  o f  s t r a i n  NM-1 A, N o n - m a g n e t i c  s t r a i n  NM-1A 
w a s  o b t a i n e d  f r o m  s t r a i n  MS-1 b y  p l a t i n g  0.1 m l  ( 1 0 ^ )  
c e l l s  on MSGM c o n t a i n i n g  0 . 0 0 5 ?  s o d i u m  m e t a b i s u l f i t e  
( 1 . 0 % a g a r ) .  The  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a i r  f o r  1*1 d a y  
a t  B 0 °C.  Two w h i t e ,  r a i s e d ,  c i r c u l a r  c o l o n i e s  w h i c h  
a p p e a r e d  on o n e  p l a t e ,  c o n s i s t e d  o f  s p i r i l l a  s i m i l a r  i n  
s i z e  a nd  m o r p h o l o g y  t o  c e l l s  o f  jL. m a fif lf i if i i f if i i i f i l lf f l .  As 
e x p e c t e d  o f  c e l l s  g r o w n  a t  h i g h  0 2  ( B l a k e m o r e  e t  a l .
1 9 7 9 ;  B l a k e m o r e  e t  a l .  1 9 8 5 ) ,  t h e y  l a c k e d  m a g n e t o s o m e s  
a n d  a l t h o u g h  m o t i l e ,  w e r e  n o t  m a g n e t o t a c t i c .  U n l i k e  
t h o s e  o f  t h e  p a r e n t  s t r a i n ,  c e l l s  f r o m  e a c h  o f  t h e s e  
c o l o n i e s ,  w h e n  i n o c u l a t e d  i n t o  l i q u i d  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  
g r o w n  m i c r o a e r o b i c a l i y ,  f a i l e d  t o  s y n t h e s i z e  
m a g n e t o s o m e s  a f t e r  m o r e  t h a n  20 p a s s a g e s .  C e l l s  o f  
s t r a i n  NM-1A h a v e  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  s i m i l a r  m o l  % G+C 
( 6 4 - 6 5 )  a nd  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n  p r o f i l e  a s  t h o s e  o f  
M S - 1 .  A_^  i i e r s a n i i  E1 26 3 9 (UNH c u l t u r e  c o l l e c t i o n ) ,  wa s
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c u l t u r e d  w i t h  s h a k i n g  ( 1 0 0  r p m )  a t  3 0 °  C i n  F e r n b a c h  
f l a s k s  c o n t a i n i n g  MSGM + 0 . 1 ?  y e a s t  e x t r a c t .  
a u f e i i l i s  6 6 3 3  a n d  £ .  £ 2 i i  CSH27 (UNH c u l t u r e  c o l l e c t i o n )  
w e r e  c u l t u r e d  w i t h  s h a k i n g  ( 1 0 0  r p m )  a t  3 7 °  C i n  
F e r n b a c h  f l a s k s  c o n t a i n i n g  D i f c o  t r y p t i c a s e  s o y  m e d i u m .  
C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  m i d  t o  l a t e - e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  
g r o w t h ,  u s i n g  a  P e l l i c o n  f i l t r a t i o n  s y s t e m  ( M i l l i p o r e  
C o r p ,  B e d f o r d ,  MA.) a nd  c o n c e n t r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  
T h e y  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  1 5 0  mM KC1 ( pH 7 . 1 )  a t  4 °  C 
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 0  ml  o f  t h e  s a m e  t o  a d e n s i t y  o f  
m o r e  t h a n  2  x 1 0 1® c e l l s / m l .
O x i d a n t  P u l s e  S t u d i e s .  T h e  a p p a r a t u s ,  r e a g e n t s  a n d  
e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s  u s e d  f o r  o x i d a n t  p u l s e  s t u d i e s  
w e r e  t h o s e  o f  K r i s t j a n s s o n  e t  a l .  ( 1 9 7  8 ) a n d  C a s t i g n e t t i  
a n d  H o l l o c h e r  ( 1 9 8 3 ) .  The  r e a c t i o n  v e s s e l  w a s  a  5 c c  v i a l  
c o n t a i n i n g  a s m a l l  m a g n e t i c  s t i r  b a r  a n d  f i t t e d  w i t h  a 
r u b b e r  c l o s u r e .  A c o m b i n a t i o n  pH e l e c t r o d e  ( V a l u e  Ma r k  
M o d e l  H - 4 4 5 ,  M a r k s o n  S c i e n c e )  a nd  n e e d l e s  f o r  g a s  i n l e t  
a n d  o u t l e t  w e r e  i n s e r t e d  t h r o u g h  t h e  c l o s u r e .  A Be c kma n  
A l t e x  M o d e l  71 pH m e t e r  w a s  u s e d  w i t h  a r e c o r d e r  s e t  t o  
0. 1 pH u n i t  f u l l  s c a l e .  To 2 ml  c e l l  s u s p e n s i o n  ( i n  
KC1) i n  t h e  v i a l  w e r e  a d d e d  TPMP+ ( 0 . 6  mM) a n d  7 . 2  u n i t s  
o f  c a r b o n i c  a n h y d r a s e .  The  c o n t e n t s  w e r e  t h e n  f l u s h e d  
w i t h  O g - f r e e  Ng a n d  c o n t i n u o u s l y  s t i r r e d  f o r  2 0  m i n  t o  
r e n d e r  t h e m  a n a e r o b i c .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  pH o f  t h e
7 4
s u s p e n s i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  c a .  7. 1 w i t h  a n  a n a e r o b i c  
s o l u t i o n  o f  0 . 0 1  N NaOH.
C h e m i c a l s  w e r e  p r e p a r e d  i n  g a s - t i g h t  s e r u m  v i a l s  a s  
d i s s o l v e d  g a s e s  o r  s o l i d s  i n  1 5 0  mM KC1 a n d  m a d e  
a n a e r o b i c  by f i r s t  h e a t i n g  t h e  c o n t e n t s  t o  1(5° C a n d  
c o o l i n g  w i t h  r e p e a t e d  e v a c u a t i o n  o f  t h e  h e a d s p a c e  a n d  
r e p l a c e m e n t  w i t h  1 a t m  O g - f r e e  Ng i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  
u s e .  F o r  t e s t s  w i t h  0 g , a  k n o w n  q u a n t i t y  o f  p u r e  0g w a s  
e q u i l i b r a t e d  i n  4 ml  150 mM KC1 i n  a 9 c c  s e r u m  v i a l  
p r e p a r e d  a s  a b o v e .  D i s s o l v e d  0g  was  c a l c u l a t e d  a s s u m i n g  
1 . 1 6  mM O g - a t m  “ ( C h a p p e l l ,  1 9 6 4 ) .  N i t r a t e  was  
p r e p a r e d  a s  2 mM NaNO^ i n  1 5 0  mM KC1.  I r o n  w a s  p r e p a r e d  
a s  f e r r i c  q u i n a t e  ( 2  mM) o r  f e r r i c  c h l o r i d e  (2 o r  5 mM) 
i n  1 5 0  mM KC1.  T h e  pH o f  c h e m i c a l s  t e s t e d  a s  p o t e n t i a l  
o x i d a n t s  wa s  a d j u s t e d  t o  7 . 1 0 .
Iron reduction and nitrate reductase. I r o n  r e d u c t i o n  
b y  i n t a c t  c e l l s  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  F e r r o z i n e  [3 — C2 — 
p y r i d y 1 ) - 5 , 6 - b I  s - (  4 - p h e n y l s u l f o n i c  a c i d ) - 1  , 2 , 4 - t r i a z i n e ;  
S i g m a  C h e m i c a l  C o . .  S t .  L o i u s ,  Mo.]  ( S t o o k e y ,  1 9 7 0 ) .  
N i t r a t e  r e d u c t a s e  w a s  a s s a y e d  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  b y  
c o u p l i n g  t o  NADH o x i d a t i o n  ( K r i s t j a n s s o n  a n d  H o l l o c h e r ,
1 9 7 9 )  .
C e l l s  c o n t a i n e d  s u f f i c i e n t  e n d o g e n o u s  s u b s t r a t e  f o r  
r e s p i r a t i o n  a s  d e t e r m i n e d  b y  0 g c o n s u m p t i o n  r a t e s  
m e a s u r e d  w i t h  a p o l a r o g r a p h i c  e l e c t r o d e  ( Y S I ,  Mo d e l  53
7 5
O x y g e n  M o n i t o r ) .  Th e y  g e n e r a t e d  p r o t o n  p u l s e s  r e p e a t e d l y  
f o r  up t o  s e v e r a l  h w i t h  e a c h  a d d i t i o n  o f  s u i t a b l e  
o x i d a n t .  P u l s e  a m p l i t u d e s  w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  t h e  
g r a p h i c a l  m e t h o d s  o f  S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l  ( 1 9 7 0 ) .  The 
m a g n i t u d e  o f  t h e  m e a s u r e d  p r o t o n  p u l s e  wa s  c o r r e l a t e d  
w i t h  t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r u d e d  p r o t o n s  by  
i n j e c t i n g  a  k n o w n  q u a n t i t y  o f  a n a e r o b i c  0.01 HC1.  The 
e f f e c t s  o f  o x i d a n t s  a n d  i n h i b i t o r s  w e r e  t e s t e d  b y  a d d i n g  
a p p r o p r i a t e  q u a n t i t i e s  a s  a n a e r o b i c  s o l u t i o n s  d i r e c t l y  
t o  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l .
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R E S U L T S  AND D I S C U S S I O N
Wa s h e d  c e l l  s u s p e n s i o n s  o f  Eh £ U t i i l i a  6 6 3 3 ,  JL. 
o a l i  CSH27 a n d  A* a a s n s t s i a s l i i i u m  MS-1 , b u t  n o t  t h o s e  o f  
t h e  n o n - m a g n e t i c  JL m a s n e i f i t a c i i a u m  s t r a i n  o r  JU 
i t e r a a n i l  E 1 2 6 3 9  ( T a b l e  5)  d e m o n s t r a t e d  p r o t o n  t r a n s ­
l o c a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  a d d e d  F e ^  + w i t h  0 . 6  mM TP MP + a s  
t h e  p e r m e a n t  i o n .  Wa s h e d  c e l l  s u s p e n s i o n s  o f  s t r a i n  MS-  
1 s i m i l a r l y  p r e p a r e d  a c t i v e l y  r e d u c e d  a d d e d  F e 3  + ( 2 . 5  ng  
o f  F e 3 + r e d u c e d  p e r  p g  o f  c e l l  p r o t e i n " '  • n i n - 1  ) .  JL 
i t e r a s n i i  c e l l  s u s p e n s i o n s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 3 ,  0 . 6 ,
o r  1. 2  mM TPMP+ , o r  w i t h  0 . 6  mM v a l i n o m y c i n  g e n e r a t e d  
p r o t o n  p u l s e s  w i t h  Og  a n d  NO^-  b u t  n o t  w i t h  F e 3 + . C e l l s  
o f  a l l  s p e c i e s  t e s t e d  t r a n s l o c a t e d  p r o t o n s  i n  r e s p o n s e  
t o  a d d e d  Og a n d  NO^- , a s  e x p e c t e d  o f  t h e s e  d i s s i m i l a t o r y  
n i t r a t e  r e d u c e r s .  Th e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  n i t r a t e  
r e d u c t a s e  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  Aj. l£&E2&nAi-  JL. 
S U f e i i l i S ,  a n d  Ej. a a l i  w e r e  8  x 1 0 ~ 2 , 2  x 1 0 - 1  , a n d  6  x
1 0 “ "* p m o l  N 0 g “ r e d u c e d  • mg o f  p r o t e i n " '  • m i n " '  ,
r e s p e c t i v e l y .  R e p r e s e n t a t i v e  p r o t o n  p u l s e  c u r v e s  f o r
e a c h  b a c t e r i a l  s p e c i e s  s u p p l i e d  w i t h  t h e  o x i d a n t s
e x a m i n e d  i n  t h i s  s t u d y  a p p e a r  i n  F i g .  7 .  P r o t o n  
t r a n s l o c a t i o n  by  e a c h  b a c t e r i a l  s p e c i e s  t e s t e d  w a s  
a b o l i s h e d  by  0 . 5  pM c a r b o n y l  c y a n i d e  m-
c h l o r o p h e n y l h y d r a z o n e , r e g a r d l e s s  o f  t h e  a c c e p t o r .  I n
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s o m e  e x p e r i m e n t s  ( p a r t i c u l a r l y  w i t h  F e 3  + ) t h e  m a g n i t u d e  
o f  t h e  p u l s e  w a s  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h e  m e a n  v a l u e .
H e n c e ,  t h e  r a n g e  a n d  t h e  mean  f o r  e a c h  o x i d a n t  a r e  
p r e s e n t e d .
P r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  by £ .  m a g n £ iJ 2 ia £ i i£ U J E  MS-1 
w i t h  e i t h e r  NO3 " o r  F e 3  + was  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  250  
pM NaNj ,  w h i l e  O j - d r i v e n  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  w a s  
d e c r e a s e d  b y  40 ? .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  NaN^ d e c r e a s e d  
c e l l  o x y g e n  c o n s u m p t i o n  by 70 %.  P r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  
b y  EL c a l l  a n d  i k  S U b i i l i a  w i t h  F e 3  + was  c o m p l e t e l y  
i n h i b i t e d  b y  500  a n d  2 5 0  pM NaN^ , r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  
r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  i r o n  r e d u c t i o n  a t  a t e r m i n a l  
s i t e  i n  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n .
We d i d  n o t  o b s e r v e  p r o t o n  p u l s e s  w h e n  a n y  o f  t h e  
b a c t e r i a  w e r e  t e s t e d  w i t h  f u m a r a t e ,  DMSO o r  m a n g a n e s e  
d i o x i d e .  H o w e v e r ,  p r o t o n  p u l s e s  i n  r e s p o n s e  t o  f u m a r a t e  
w e r e  a l s o  n o t  p r o d u c e d  by  £j. a a l i  c e l l s  f r o m  c u l t u r e s  
g r o w n  w i t h  6  mM s o d i u m  f u m a r a t e  d e s p i t e  t h e  u s e  o f  0 . 6  
mM v a l i n o m y c i n .  0 . 6  mM n i g e r i c i n ,  o r  0 . 6 mM p o t a s s i u m  
t h i o c y a n a t e  a s  p e r m e a n t  i o n s .  S i m i l a r  d i f f i c u l t i e s  i n  
d e m o n s t r a t i n g  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  w i t h  f u m a r a t e  by  JjL 
a a l i  w e r e  r e p o r t e d  b y  B i l o u s  a n d  W e i n e r  ( 1 9 8 5 ) .
Our  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h r e e  b a c t e r i a l  
s p e c i e s  c u l t u r e d  a e r o b i c a l l y  t r a n s l o c a t e  p r o t o n s  i n  
r e s p o n s e  t o  a d d e d  F e 3+  and  p r e s u m e a b l y ,  t h e r e f o r e ,  a r e
7 8
c a p a b l e  o f  g e n e r a t i n g  a  p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  v i a  t h e  
d i 3 3 i m i l a t o r y  r e d u c t i o n  o f  F e 3 + . Our  r e s u l t s  a l s o  
s u g g e s t  t h a t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  m a g n e t i c  a n d  n o n ­
m a g n e t i c  c e l l s  o f  A. f f l a g f l f i i e i a s i i a i l f f i  may r e l a t e  t o  t h e  
a b i l i t y  o f  m a g n e t i c  c e l l s  t o  r e d u c e  F e 3 + i n  a d i s s i m i -  
l a t o r y  m a n n e r .  B a c t e r i a l  m a g n e t i t e  f o r m a t i o n  i n v o l v e s  
F e 3 + r e d u c t i o n  ( F r a n k e l  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  M i c r o a e r o b i c  
a q u a t i c  h a b i t a t s  f r o m  w h i c h  m a g n e t i c  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  
c o l l e c t e d ,  a r e  t y p i c a l l y  l ow i n  Oj  a nd  KO^- , b u t  
r e l a t i v e l y  h i g h  ( 2 0  juM, o r  m o r e )  i n  F e 3 + . The  a b i l i t y  
o f  t h i s  o r g a n i s m  t o  r e s p i r e  w i t h  F e 3+ c o u l d  p r o v i d e  
c o m p e t i t i v e  a d v a n t a g e  i n  t h e s e  h a b i t a t s .
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TABLE 5 : *H+/  g a to m t e r m i n a l  acceptor for t h e  Btraina t e s t e d
00o
a
S t r a i n
° 2
L l UiL£-[lE.t.Q.t.a.S.t lS.U.11
m a g n e t i c  s t r a i n  MS-1 mean 6 . 0  ( 15 )
r a n g e  2 . 2  - 1 1 .7
n o n - m a g n e t i c  s t r a i n  mean 7 . 7  (3)
r a n e e  7 . 0  -  8 . 2
Ajl i tE c a a a i i  e12639
A*. EuM iUa. 6633
Ej. c o i i  CSH27
mean 9 . 8  (5)
r a n g e  1 . 3  -  9 . 7
mean 8 . 5  ( 8)
r a n g e  1 , 6  -  9-1
mean 1 . 9  ( 3 )
r a n g e  1. 1 - 2 . 6
O x i d a n t  t e s t e d
ho3 “
8 . 5  ( 1 0 )
0. 8 -  9.6
5 . 1  (3)
8 . 6  - 5 . 9
7 .7 (8)
0 . 0  -  15 . 7
2 . 8  ( 7)
0 . 2  -  5 .8
5 . 7  ( 3 )
3 . 8  -  8 . 8
Pe3 +
2 . 6  ( 1 8 ) 
0. 2  -  7 .8
N.D.  ( 8 )
11. D.  ( 5 )
8 . 0  ( 7 )
0 . 5  -  2 8 . 8
1 1 . 7  ( 3)
8 . 6  -  15 . 8
A. I lumbers i n  p a r e n t h e s e s  i n d i c a t e  t h e  number  o f  c e l l  p r e p a r a t i o n s  t e s t e d .
Each o e l l  p r e p a r a t i o n  was t e s t e d  r e p e a t e d l y  a minimum o f  8 t i m e s  w i t h  t h e  
o x i d a n t  shown.
II.D. = p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  n o t  d e t e c t e d
FIGURE 7 .  P r o t o n  p u l s e  t r a c e s  o b t a i n e d  w i t h  c e l l s  o f  iL- 
m a £ n £ i f i i a e i i £ l l J B  (A*. a a e .)  ( m a g n e t i c  a n d  n o n m a g n e t i c  
s t r a i n s ) ,  A, i i s r s f l f i i i ,  i k  S U f e A i l i S > a n d  1L. f i f i l i  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  0 . 6  mM TPMP+ a n d  7 . 2  U o f  c a r b o n i c  
a n h y d r a s e .  A r r o w s  i n d i c a t e  t h e  a d d i t i o n  f o  t h e  f o l l o w i n g  
o x i d a n t s :  a .  1 n g - a t o m  o f  0 ^ ;  b ,  1 n g - a t o m  o f  NO^- ; a n d  
c .  1 n g - a t o m  o f  F e ^ + . H o r i z o n t a 1 - s c a 1 e b a r s  e q u a l  1 
m i n .  V e r t i c a l - s c a l e  b a r s  e q u a l  1 n m o l  o f  H+ 
t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  c e l l  e x t e r i o r .
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a u r e u s  a n d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  n i t r a t e  r e d u c t a s e  
s y s t e m .  J .  B a c t e r i o l .  1 3 4 :  5 8 5 - 5 8 9 -
S c h o l e s ,  P .  a n d  P .  M i t c h e l l .  1 9 7 0 .  R e s p i r a t i o n -  
d r i v e n  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  i n  H i c r o c o c c u s  d e n i t r i -  
f i c a n s .  J .  B i o e n e r g .  1:  3 0 9 - 3 2 3 .
S t o o k e y ,  L.  L.  1 9 7 0 .  F e r r o z i n e - a  new
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  r e a g e n t  f o r  i r o n .  A n a l .  C h e m.  4 2 :  
7 7 9 - 7 8 1  .
85
CHAPTER THREE
C H A P T E R  THRE E
02 AMD N02" TOXICITY IN AN 
OBLIGATELY MICROAEROPHILIC DENITRIFIER
ABSTRACT
D e n i t r i f y i n g  c e l l s  o f  t h e  o b l i g a t e  m i c r o a e r o p h i l e  
A a u a s E i E i l l U E  m a e n a i a i a a i i a u o  w e r e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  o 2  
t h a n  w e r e  n o n - d e n i t r i f y i n g  c e l l s .  O x y g e n  i n a c t i v a t e d  
N02 _ r e d u c t a s e  w i t h  c o n s e q u e n t  N02 ~ a c c u m u l a t i o n  t o  10 
jiM i n  c u l t u r e  m e d i a .  At  t h i s  c o n c e n t r a t i o n ,  N02 ” 
t o t a l l y  i n h i b i t e d  c e l l  g r o w t h ,  a n d  i n  s i m i l a r  
c o n c e n t r a t i o n s  i n h i b i t e d  0 2  r e s p i r a t i o n .  E v i d e n c e  w a s  
o b t a i n e d  t h a t  i t  a l s o  a c t e d  a s  a r e s p i r a t o r y  u n c o u p l e r  
by i n c r e a s i n g  t h e  p r o t o n  c o n d u c t a n c e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  
m e m b r a n e .
C e l l s  o f  a n  a e r o t o l e r a n t , n o n - m a g n e t i o  m u t a n t  
s h o w e d  s i m i l a r  N02 " t o x i c i t y  when  d e n i t r i f y i n g .
H o w e v e r ,  u n l i k e  w i l d  t y p e  ( m i c r o a e r o p h i l i c  m a g n e t i c )  
c e l l s ,  t h o s e  o f  t h e  m u t a n t  s t r a i n  g r e w  b e s t  u n d e r  n o n ­
d e n i t r i f y i n g  c o n d i t i o n s ,  a t  e l e v a t e d  o x y g e n .  T h e y  
d i f f e r e d  f r o m  w i l d  t y p e  c e l l s  by  e x p r e s s i n g  c a t a l a s e  
a n d  e l e v a t e d  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( SOD)  a c t i v i t y .
W i l d  t y p e  m a g n e t i c  c e l l s  o f  s t r a i n  MS-1 
c o n c o m i t a n t l y  r e s p i r e d  w i t h  0 2  a n d  NOg- . As s u c h ,  t h e y
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e x p e r i e n c e d  a t  l e a s t  t w o  h a r m f u l  e f f e c t s  o f  e l e v a t e d  
0~>. T h e y  a p p e a r e d  t o  l a c k  s u i t a b l e  m e a n s  o f  r e m o v i n g  
t o x i c  0 2  r e d u c t i o n  p r o d u c t s  a n d ,  w h e n  d e n i t r i f y i n g ,  
a l s o  a c c u m u l a t e d  t o x i c  q u a n t i t i e s  o f  NO2 -  a s  a  r e s u l t  
o f  d e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  N0 2 " r e d u c t a s e  a c t i v i t y .
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I N T ROD DCT I OBf
D e n i t r i f i c a t i o n  c a n  o c c u r  i n  b o t h  a n a e r o b i c  
( P a y n e ,  1 9 8 1 ;  K n o w l e s ,  1 9 8 2 )  a n d  a e r o b i c  ( K r u l ,  1 9 7 6 ;  
M e i b e r g  e t  a l .  1 9 8 0 )  c o n d i t i o n s .  The  c o n c o m i t a n t  u s e  
NOg'  a n d  Og a s  e l e c t r o n  a c c e p t o r s  w a s  d o c u m e n t e d  f o r  
c e l l s  o f  K l e t a i e i l a  s p .  ( D u n n  e t  a l .  1 97 9 ) ,  
A a u a a £ i c A l I i i a  f f l a e f l s i f i i a s i i s u a  ( B a z y i i n s k i  a n d  
B l a k e m o r e ,  19 8 3 )  M a c a x e l l a  s p .  ( O t t o w  a n d  F a b i g ,  1 9 8 3 )  
a n d  T l j i a s a h a a j c a  E S H i a t r o p h a  ( R o b e r t s o n  a n d  K u e n e n ,  
1 9 8 4 a ;  1 9 8 4 b ) .  H i c r o a e r o b i c  d e n i t r i f i c a t i o n ,  w h i c h  h a s
b e e n  o b s e r v e d  i n  m a r i n e  s e d i m e n t s  ( J o r g e n s e n  e t  a l .  
1984 )  a n d  i n  s o i l s  ( T r e v o r s ,  1 9 8 5 ) ,  c o u l d  i m p a r t  a 
s e l e c t i v e  a d v a n t a g e  t o  o r g a n i s m s  i n  e n v i r o n m e n t s  w i t h  
l o w  o r  f l u c t u a t i n g  NOg ” a n d  Og b u t  o n l y  i f  t h e y  w e r e  
p r o v i d e d  a m e a n s  o f  r i d d i n g  t o x i c  r e d u c t i o n  p r o d u c t s .
A. ja a £ E a i f i ia a i iS .U m  s t r a i n  MS-1 i s  a n  o b l i g a t e  
m i c r o a e r o p h i l e  w h i c h  d e n i t r i f i e s  ( B l a k e m o r e  e t  a l .
1 9 7 9 ;  E s c a l a n t e - S e m e r e n a  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  C u l t u r e d  w i t h  
0 . 2  t o  1 . 0  !t ( v / v )  Og i n i t i a l l y  i n  t h e  h e a d s p a c e ,  c e l l s  
r e d u c e d  NOg" t o  Ng w h i l e  r e s p i r i n g  w i t h  Og.  The c e l l  
y i e l d  w a s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  N0 g “ c o n c e n t r a ­
t i o n  ( B a z y i i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 ) .  G r o w t h  o f  d e n i t ­
r i f y i n g  c e l l s  i n  s e a l e d  v i a l s  w a s  d e p r e s s e d  wh e n  t h e  
c u l t u r e  h e a d s p a c e  i n i t i a l l y  c o n t a i n e d  e i t h e r  mo r e  o r  
l e s s  t h a n  t h e  o p t i m a l  v a l u e  o f  1 -  5 56 Og a s  e x p e c t e d  o f
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a n  o b l i g a t e  m i c r o a e r o p h i l e .  H o w e v e r ,  a t  1 0 - 2 0  % 0 2  , 
n o n - d e n i t r i f y i n g  c e l l s  ( w i t h  NHjj + ) a f t e r  a  v a r i a b l e  l a g  
g r e w  t o  e v e n  h i g h e r  d e n s i t i e s .  C e l l s  a t  t h e  h i g h e r  Og 
v a l u e s ,  whe n  p r o v i d e d  w i t h  NO3 " t o g e t h e r  w i t h  NHjj + , 
s h o w e d  s o me  g r o w t h  i n h i b i t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  
t h a t  Og may h a v e  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t e d  NOg” r e d u c t i o n  
l e a d i n g  t o  i t s  a c c u m u l a t i o n  t o  t o x i c  c o n c e n t r a t i o n s .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  d i f f e r e n c e s  n o t e d  c o u l d  r e s u l t  i f  
n o n - d e n i t r i f y i n g  c e l l s  w e r e  l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  d e n i t ­
r i f y i n g  c e l l s  t o  Og o r  i t s  r e d u c t i o n  p r o d u c t s ;  d u e  t o  
i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  c a t a l a s e ,  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  
(SOD) o r  p e r o x i d a s e ,  f o r  i n s t a n c e .
To d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  t h e s e  a n d  p o s s i b l y  o t h e r  
h a r m f u l  e f f e c t s  o f  0 2  i n  t h i s  o b l i g a t e  m i c r o a e r o p h i l e ,  
we h a v e  e m p l o y e d  a  s y s t e m  f o r  m a i n t a i n i n g  a  c o n s t a n t  
c u l t u r e  P o 2  a n d  c o m p a r e d  m a g n e t i c  c e l l s  o f  s t r a i n  MS-1 
w i t h  t h o s e  o f  a n  a e r o t o l e r a n t , n o n m a g n e t i c  m u t a n t  
s t r a i n  ( NM- 1Aa)  u n d e r  d e n i t r i f y i n g  a n d  n o n - d e n i t r i f y i n g  
c o n d i t i o n s .
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M A T E R I A L S  AND ME THOD S
Bacteria and growth conditions: iU aa£nei2ia°ii£Uffl
s t r a i n s  MS-1 a n d  a n o n m a g n e t i c ,  a e r o t o l e r a n t  m u t a n t
s t r a i n  NM-1Aa ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 )  w e r e  c u l t u r e d
m i c r o a e r o b i c a l l y  i n  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  m e d i u m
( B l a k e m o r e  e t  a l .  1 9 8 5 )  c o n t a i n i n g  e i t h e r  5 mM NO^-  o r
4 mM NHi| + . The  i r o n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  20  pM,  s u p p l i e d
a s  f e r r i c  q u i n a t e .  C u l t u r e s ,  i n  60 ml  v o l u m e s ,  a t  a n
7 1i n i t i a l  c e l l  d e n s i t y  o f  2  x 1 0 ' c e l l s - m l  , w e r e  
a t t a c h e d  t o  a m a n i f o l d  a n d  s p a r g e d  c o n t i n u o u s l y  ( 2 0  c c -  
m i n - ”' )  w i t h  a m i x t u r e  o f  c o m p r e s s e d  a i r  a n d  Ng.  T h e  O2  
c o n t e n t  o f  t h e  s p a r g i n g  g a s  w a s  a d j u s t e d  w i t h  
r o t o m e t e r s  a n d  m e a s u r e d  w i t h  a p a r a m a g n e t i c  O2  a n a l y z e r  
( M o d e l  E2 Oxyge n  A n a l y z e r ,  B e c k m a n  I n s t r u m e n t s ,  I n c .  
F u l l e r t o n ,  CA).  The  Og d e l i v e r y  r a t e  w a s  a t  l e a s t  10 
t i m e s  t h e  ma x i mu m c u l t u r e  Og c o n s u m p t i o n  r a t e .  T h i s  
p r e v e n t e d  r a t e  l i m i t a t i o n  by  m a s s  t r a n s f e r  o f  0 g a t  a n y  
0 g v a l u e  u s e d .
C e l l s  w e r e  a l s o  g r o w n  i n  c o n s t a n t l y  s t i r r e d  1 5 - L  
b a t c h  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  a t  t h e  d e s i r e d  d . o . t .  
by  v a r y i n g  t h e  s p a r g e  r a t e .  The  d . o . t .  w a s  m e a s u r e d  
w i t h  a  g a l v a n i c  Og e l e c t r o d e  i m m e r s e d  t o  a  d e p t h  o f  
10 c m.
E s f i i j e r i s . j i i a  s t r a i n  B w a s  c u l t u r e d  a t  2 8 °  C
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i n  t r y p t i c  s o y  b r o t h  ( D i f c o  L a b . ,  D e t r o i t ,  MI)  e i t h e r  
a n a e r o b i c a l l y  ( F l o r e n c e  f l a s k s )  o r  a e r o b i c a l l y  ( 2 - L  
F e r n b a c h  f l a s k s  s h a k i n g  a t  2 2 0  r p m ) .
C e l l  p r e p a r a t i o n :  C e l l s  f r o m  1 5 - l i t e r  c u l t u r e s  w e r e  
c o n c e n t r a t e d  by f i l t r a t i o n  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  
( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 ) .  C o n c e n t r a t e d  c e l l s  w e r e  
h a r v e s t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0  x g ,  4 °  C) .  T h e y  
w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  10 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  
(KPB) a t  pH 6 . 8  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  
KPB ( pH 6 . 8 ) .  C e l l  n u m b e r s  w e r e  e s t i m a t e d  w i t h  a 
P e t r o f f - H a u s s e r  c o u n t i n g  c h a m b e r .
C h e m i c a l  a n a l y s e s :  A l l  b i o c h e m i c a l s  w e r e  f r o m  S i g m a  
Chem Co.  ( S t .  L o u i s ,  M0) .  N i t r i t e  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  
Hach  N i t r i v e r  3 n i t r i t e  r e a g e n t  ( H a e h ,  Ame s ,  I o w a ) .  
P r o t e i n  wa s  d e t e r m i n e d  by  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e t  a l .  
( 1 9 5 1 ) ,  w i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  a s  t h e  s t a n d a r d .  
E n z y m e  a s s a y s :  A s s a y s  f o r  SOD ( B e a u c h a m p  a n d  F r i d o v i c h ,  
1 9 7 1 ) ,  p e r o x i d a s e  ( C l a r a  a n d  K n o w l e s ,  1 9 8 4 ) ,  c a t a l a s e  
( B e e r s  a n d  S i z e r ,  1 9 5 2 )  a n d  n i t r i t e  r e d u c t a s e  w e r e  
p e r f o r m e d  w i t h  a  DU-8 Be c k ma n  U V / v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
The  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  SOD, p e r o x i d a s e ,  a n d  
c a t a l a s e  w e r e  m e a s u r e d  i n  s o l u b l e  c e l l - f r e e  f r a c t i o n s  
p r e p a r e d  f r o m  w a s h e d  c e l l s  d i s r u p t e d  b y  2 p a s s e s  a t  >
1 0 , 0 0 0  p . s . i . ,  4 °  C,  w i t h  a F r e n c h  P r e s s .  U n b r o k e n  
c e l l s  a n d  d e b r i s  w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t
92
2 0 , 0 0 0  x g f o r  20  m i n .
N i t r i t e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  w a s  i n  
a p e r i p l a s m i c  c e l l  f r a c t i o n  o b t a i n e d  b y  f r e e z i n g  a n d  
t h a w i n g  c e l l s  ( L .  C. P a o l e t t i ,  K. A. S h o r t  a n d  R. P.  
B l a k e m o r e .  7 9 8 6 .  A b s t r -  8 6 t h  A n n u .  M e e t .  Am.  S o c .  
M i c r o b i o l .  W a s h i n g t o n ,  D. C.  A b s t r .  No .  1 6 ) .  E n z y m e  
a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  by  c o u p l i n g  NO2 -  r e d u c t i o n  t o  
o x i d a t i o n  o f  r e d u c e d  p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  (PMSHg)  
a n a e r o b i c a l l y .  A c t i v i t y  w a s  e x p r e s s e d  a s  c h a n g e  i n  
a b s o r b a n c e  a t  3 8 8  nm ( d u e  t o  f o r m a t i o n  o f  o x i d i z e d  PMS) 
p e r  m i n  p e r  mg p r o t e i n .  The  a s s a y  m i x t u r e  i n  
2 . 5  ml  c o n s i s t e d  o f :  20 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  (pH 7 . 5 ) ,
60 pM p h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  a n d  84 juM p-NADH.  T h i s  
m i x t u r e  w a s  p l a c e d  i n  a g a s  t i g h t  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c e l l  
h a v i n g  a  s c r e w - t o p  c l o s u r e  w i t h  a t e f l o n / s i l i c o n e  s e p t u m  
( S p e c t r o c e 11 ,  I n c . ,  O r l a n d ,  PA) .  The c o n t e n t s  o f  t h e  
c u v e t t e  w e r e  d e g a s s e d  by  r e p e a t e d  e v a c u a t i o n  a n d  
r e p l a c e m e n t  o f  t h e  h e a d s p a c e  w i t h  O g - f r e e  Ng.  The  
a b s o r b a n c e  a t  3 8 8  nm w a s  r e c o r d e d  u n t i l  a  c o n s t a n t  b a s e ­
l i n e  w a s  e s t a b l i s h e d .  C e l l - f r e e  e x t r a c t  ( 1 0 - 5 0  /uL) w a s  
t h e n  i n j e c t e d  a n d  a  s t a b l e  b a s e l i n e  w a s  r e e s t a b l i s h e d .  
F i n a l l y ,  20  p L  o f  1 M a n a e r o b i c  NaNOg w a s  i n j e c t e d  a n d  
t h e  a b s o r b a n c e  c h a n g e  a t  3 8 8  nm wa s  d e t e r m i n e d .
0 2 r e s p i r a t i o n  r a t e s :  Th e  Og r e s p i r a t i o n  r a t e s  o f  
w a s h e d  w h o l e  c e l l s  o f  jL. f f l a £ E £ i2 t a £ i i£ l i l ! l » w e r e
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d e t e r m i n e d  w i t h i n  2 h o f  p r e p a r a t i o n  b y  m e a n s  o f  a  
p o l a r o g r a p h i o  02 e l e c t r o d e  ( M o d e l  53 Y e l l o w  S p r i n g s  
I n s t r u m e n t s ,  Y e l l o w  S p r i n g s ,  O h i o ) .  C e l l s  c u l t u r e d  
w i t h  NO^ -  o r  NHi,* a t  a  d . o . t .  < 1 % a n d  i n  e x p o n e n t i a l  
g r o w t h  ( 1 - 3  x 10® c e l l s . m l - ^) w e r e  h a r v e s t e d ,  w a s h e d  
t w i c e  i n  10 mM KPB ( pH 6 . 8 )  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  
r e s u s p e n d e d  t o  a  d e n s i t y  o f  3 x 1 0 11 c e l l s . m l " ^  a n d  
s t o r e d  o n  i c e .  C e l l  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  r a t e s  w e r e  
c o n s t a n t  f o r  a t  l e a s t  2 h a f t e r  p r e p a r a t i o n .  The  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  KCN, N a N j ,  o r  NaN02 r e q u i r e d  f o r  50 % 
i n h i b i t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  e n d o g e n o u s  r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  
by  s u c c e s s i v e l y  a d d i n g  1 0 - 5 0  jul p o r t i o n s  o f  i n h i b i t o r  
( 1 0  pM KCN,  10 pM N a N 3 o r  2 mM N a N 0 2 “ ) i n  
1 5 0  mM KC1 ( p H  7 . 1 ) .
O x i d a n t  p u l s e  s t u d i e s :  The  a p p a r a t u s ,  r e a g e n t s ,  a n d  
e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s  u s e d  f o r  o x i d a n t  p u l s e  s t u d i e s  
w e r e  t h o s e  o f  K r i s t j a n s s o n  e t  a l .  ( 1 9 7 9 ) ,  a n d  
C a s t i g n e t t i  a n d  H o l l o c h e r  ( 1 9 8 3 )  a s  d e s c r i b e d  
p r e v i o u s l y  ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 ) .  KN02 ( 2  mM) 
w a s  a d d e d  i n  1 5 0  mM KC1 ( p H  7 . 1 )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 6  
mM t r i p h e n y l m e t h y l p h o s p h o n i u m  b r o m i d e  (TPMP+ ) a n d  7 . 2  U 
o f  c a r b o n i c  a n h y d r a s e .  C h e m i c a l s  w e r e  p r e p a r e d  i m m e d i a ­
t e l y  p r i o r  t o  u s e  i n  g a s - t i g h t  s e r u m  v i a l s  ma de  
a n a e r o b i c  by  h e a t i n g  t o  5 0 °  C w i t h  r e p e a t e d  e v a c u a t i o n  
a n d  r e p l a c e m e n t  o f  t h e  h e a d s p a c e  w i t h  02 - f r e e  N2 , w h i l e  
c o o l i n g .
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R E S U L T S  a n d  D I S C U S S I O N
When c u l t u r e d  i n  me d i u m e q u i l i b r a t e d  w i t h  g a s  
c o n t a i n i n g  g r e a t e r  t h a n  2  % ( v / v )  0 2 , g r o w t h  o f  w i l d  
t y p e  m a g n e t i c  c e l l s  w a s  d e p r e s s e d  r e g a r d l e s s  o f  t h e  N 
s o u r c e  ( F i g .  8 ) .  T h i 3  i l l u s t r a t e d  t h e  o b l i g a t e l y  
m i c r o a e r o p h i l i c  n a t u r e  o f  t h i s  o r g a n i s m .  H o w e v e r ,  t h e  
C> 2  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l  f o r  g r o w t h  o f  c e l l 3  o f  e i t h e r  
s t r a i n  d e p e n d e d  u p o n  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e  ( F i g s .  8  a n d  
9 ) .  D e n i t r i f y i n g  m a g n e t i c  c e l l s  g r e w  o p t i m a l l y  a t  1 it 
0 2  ( F i g .  8 , s o l i d  c i r c l e s ) ,  w h e r e a s  n o n - d e n i t r i f y i n g  
m a g n e t i c  c e l l s  ( F i g .  8 , s o l i d  s q u a r e s )  w e r e  i n h i b i t e d  
t o  a l e s s e r  d e g r e e  b y  h i g h e r  02 - C e l l s  o f  t h e  
a e r o t o l e r a n t ,  n o n m a g n e t i c  m u t a n t  a l s o  g r e w  o p t i m a l l y  a t  
1 it 0 2  w h e n  d e n i t r i f y i n g  ( F i g .  9 ,  s o l i d  c i r c l e s )  w i t h  
d e c r e a s e d  g r o w t h  a t  h i g h e r  0 2  v a l u e s .  H o w e v e r ,  u n l i k e  
m a g n e t i c  c e l l s ,  n o n - d e n i t r i f y i n g  a e r o t o l e r a n t  
n o n m a g n e t i c  c e l l s  ( F i g .  9 ,  s o l i d  s q u a r e s )  a t t a i n e d  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  d e n s i t i e s  a t  3 { 02 - T h u s ,  c e l l s  
g r o w n  a t  l o w  0 2  w i t h  NHi| + w e r e  e l e c t r o n  a c c e p t o r  
l i m i t e d ,  a n d  c e l l s  g r o w n  w i t h  NO^-  a t  h i g h  0 2  a p p e a r e d  
i n h i b i t e d  b y  a t o x i c  p r o d u c t  a s s o c i a t e d  w i t h  
d e n i t r i f i c a t i o n .
P r e v i o u s  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  mM c o n c e n t r a t i o n s  
o f  N02 “ w e r e  t o x i c  f o r  m a g n e t i c  c e l l s  ( B a z y i i n s k i  a n d  
B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 ) .  T h u s ,  i t  s e e m e d  p o s s i b l e  t h a t  o n e
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e f f e c t  o f  h i g h  Og m i g h t  be  t o  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t  NOg-  
r e d u c t a s e  a l l o w i n g  NOg-  t o  a c c u m u l a t e  i n  t o x i c  a m o u n t s .  
N i t r i t e  d i d  n o t  a c c u m u l a t e  i n  c u l t u r e  f l u i d s  o f  c e l l s  
w i t h  NHjj+ o r  t h o s e  a t  a  d . o . t .  o f  < 1  % r e g a r d l e s s  o f  
t h e  N s o u r c e .  H o w e v e r ,  a t  a  d . o . t .  o f  8 - 1 0  %,  
d e n i t r i f y i n g  c e l l s  a c c u m u l a t e d  NOg-  u p  t o  10 juM ( T a b l e  
6 ) .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  NO.,- , a d d e d  t o  n o n ­
d e n i t r i f y i n g  m a g n e t i c  c e l l s  c u l t u r e d  n e a r  t h e i r  o p t i m a l  
0 2  v a l u e ,  t o t a l l y  i n h i b i t e d  g r o w t h  ( F i g .  1 0 ) .  T h e s e  
r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  h i g h  Og c a u s e d  NOg -  t o  
a c c u m u l a t e  i n  t o x i c  q u a n t i t y  i n  d e n i t r i f y i n g  c u l t u r e s .  
The  Og w a s  i n h i b i t o r y  t o  NOg-  r e d u c t a s e .  The s p e c i f i c  
a c t i v i t y  o f  NOg-  r e d u c t a s e  m e a s u r e d  i n  m a g n e t i c  c e l l s  
c u l t u r e d  a t  a d . o . t .  o f  < 1 % w a s  8  t i m e s  t h a t  o f  c e l l s  
c u l t u r e d  a t  a d . o . t .  o f  8 - 1 0  % ( T a b l e  7 ) .
N i t r i t e  a p p e a r e d  t o  h a v e  a t  l e a s t  t wo  t o x i c  
e f f e c t s .  I t  d e p r e s s e d  c e l l  Og r e s p i r a t i o n  a t  a 
c o n c e n t r a t i o n  s i m i l a r  t o  e f f e c t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
o t h e r  r e s p i r a t o r y  i n h i b i t o r s  ( T a b l e  8 ) .  T h e s e  d a t a  
w e r e  c o n s i s t a n t  w i t h  t h e  k n o w n  e f f e c t  o f  NOg" o n  
o x i d a s e s  ( Rowe  e t  a l .  1 9 7 9 ;  Y a n g ,  1 9 8 5 ;  C a s e l l a  e t  a l .
1 9 8 6 ) .  S e c o n d l y ,  NOg-  e n h a n c e d  t h e  p r o t o n  c o n d u c t a n c e  
o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  o f  Aa
c e l l s ,  a s  e v i d e n t  f r o m  t h e  a t y p i c a l  r e l a x a t i o n  c u r v e  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r o t o n  p u l s e  ( F i g .  1 1 ) .  As s u c h  i t
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w o u l d  u n c o u p l e  r e s p i r a t i o n - d r i v e n  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n .  
T h e  r a t i o  o f  p r o t o n s  e j e c t e d  t o  g r a m  a t o m  a d d e d  0 2  ,
NO^- , o r  F e ^ + a s  o x i d a n t  wa s  s u b s e q u e n t l y  d e p r e s s e d  
a f t e r  a d d i n g  N02 “ ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  S i m i l a r  r e s u l t s  
h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  c e l l s  o f  Paras.2SS.US. 
d a Q i i r i f i S S U S  ( M e i j e r  e t  a l .  197 9 ) .  N i t r i t e  r e d u c t i o n  
i n  t h e  a p p a r e n t  a b s e n c e  o f  e n e r g y  c o n s e r v a t i o n  by 
s e v e r a l  m i c r o o r g a n i s m s  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  a s  a 
m e c h a n i s m  o f  N0 2 " d e t o x i f i c a t i o n  ( K a s p a r ,  1 9 8 2 ; 
B a z y i i n s k i  e t  a l .  1 9 8 6 ;  C a s e l l a  e t  a l .  1 9 8 6 ) .
T h e s e  f i n d i n g s  d i d  n o t  e x p l a i n  t h e  o b s e r v e d  
d i f f e r e n c e s  i n  0 2  s e n s i t i v i t y  b e t w e e n  s t r a i n s  MS-1 
( m i c r o a e r o p h i l i c )  a n d  NM-1Aa ( a e r o t o l e r a n t )  when  
c u l t u r e d  w i t h  NH^+ . B e c a u s e  d e n i t r i f i c a t i o n  w a s  n o t  
i n v o l v e d ,  we i n v e s t i g a t e d  t h e s e  d i f f e r e n c e s  b y  a s s a y i n g  
e n z y m e s  n o r m a l l y  i n v o l v e d  i n  p r o t e c t i n g  c e l l s  a g a i n s t  
0 2  r e d u c t i o n  p r o d u c t s .  C e l l s  o f  s t r a i n  MS-1 p r o d u c e d  
SOD a n d  p e r o x i d a s e ,  b u t  f a i l e d  t o  s y n t h e s i z e  d e t e c t a b l e  
q u a n t i t i e s  o f  c a t a l a s e  u n d e r  a n y  g r o w t h  r e g i m e  t e s t e d  
( T a b l e  9 ) .  A c t i v i t y  o f  SOD, b u t  n o t  t h a t  o f  p e r o x i d a s e ,  
c o r r e l a t e d  w i t h  c u l t u r e  d . o . t .  f o r  s t r a i n s  MS-1 a n d  NM-  
1 Aa ( T a b l e  9 ) .  I n  c o n t r a s t ,  c e l l s  o f  s t r a i n  NM-1Aa 
c u l t u r e d  w i t h  N0 ^ “ a t  a  d . o . t .  o f  8 - 1 0  % h a d  8 - f o l d  
h i g h e r  SOD s p e c i f i c  a c t i v i t y  t h a n  d i d  s t r a i n  MS-1 
c u l t u r e d  i d e n t i c a l l y .  M o r e v e r ,  u n l i k e  m a g n e t i c  c e l l s .
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t h o s e  o f  t h e  a e r o t o l e r a n t  s t r a i n  p r o d u c e d  c a t a l a s e  wh e n  
c u l t u r e d  a t  a  d . o . t .  o f  8 - 1 0  %.  The  a c t i v i t y  m e a s u r e d  
w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  m e a s u r e d  i n  a e r o b i c a l l y  c u l t u r e d  
c e l l s  o f  Eh. £ 2 i i  ( T a b l e  9 ) .  T h i s  m u t a n t  c o u l d  b e  g r o w n  
i n  c u l t u r e  m e d i a  i n  f r e e  e x c h a n g e  w i t h  a i r .
Our  d a t a  i n d i c a t e d  t w o  h a r m f u l  e f f e c t s  o f  e l e v a t e d  
0 2  on  w i l d  t y p e  m a g n e t i c  s p i r i l l a .  The  r e l a t i v e  
s e n s i t i v i t y  t o  0 2  o f  d e n i t r i f y i n g  ( a s  c o m p a r e d  t o  n o n ­
d e n i t r i f y i n g )  c e l l s  wa s  d u e  t o  0 2  r e p r e s s i o n  o r  
i n h i b i t i o n  o f  N02 “ r e d u c t a s e  a l l o w i n g  N02 “ t o  
a c c u m u l a t e  w i t h  h a r m f u l  e f f e c t s  o n  c e l l  r e s p i r a t i o n ,  
m e m b r a n e  p o t e n t i a l  a n d  g r o w t h .  The  a e r o t o l e r a n c e  o f  
t h e  m u t a n t  s t r a i n  NM- 1Aa,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  w i t h  
c o r r e s p o n d i n g  h i g h e r  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  SOD a n d  
c a t a l a s e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  o b l i g a t e l y  m i c r o a e r o p h i l i c  
w i l d  t y p e  m a g n e t i c  c e l l s  l a c k e d  s u i t a b l e  m e a n s  o f  
r e m o v i n g  0 2  r e d u c t i o n  p r o d u c t s  a t  h i g h  Oj .
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TABLE 6. Effect of d.o.t. on NOg- 
accumulation in culture fluids
Strain N-3ource d.o.t. Nt^-
(fiH)
MS-1 NH4+ < 1 %
MS-1 NOg" < 1 %
NM-1 Aa NHh+ < 1 %
NM-1Aa N03“ < 1
MS-1 8-10 %a
MS-1 N03" 8-10 % 10
NM-1 Aa N03" 8-10 %
a .  The d .o . t .  was e le v a te d  to  8-10 f  when th e
Q A
c e l l  d e n s i ty  rea ch ed  1 0  c e l l s .m l  .
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TABLE 7 .  E f f e c t  o f  c u lt u r e  d . o . t .  and N
s o u r c e  on NO^ -  r e d u c ta s e  a c t i v i t y 3
S tr a in  N s o u r c e  D .O .T . A c t i v i t y  **
(AAbs/min/mg p r o te in )
MS-1 NH4+ < 1 % NDC
MS-1 NHli+ 8-10 % ND
MS-1 NO3 " < 1 % 2 .7
MS-1 NOg-  1 % 3 .8
MS-1 N03 " 8-10 % 0 .4
MS-1 N03“ + NHjj+ < 1 % 0 . 7
NM-1Aa NH4+ < 1 J  ND
NM-1 Aa NHjj+ 8-10 $  ND
NM-1Aa N03 " < 1 J  0 .4
NM-1 Aa N03" 8-10  % 0 .2
a .  N i t r i t e  r e d u c ta s e  a c t i v i t y  was d e te rm in e d  
in  p e r ip la s m ic  c e l l - f r e e  f r a c t i o n  o b ta in e d  
by f r e e z in g  and thaw ing  c e l l s .
b . Mean v a lu e s  o b ta in e d  from  two o r more c u l t u r e s .
c .  ND = n o t d e te c te d
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TABLE 8 .  E f f e c t  o f  KCN, N a»3  a n d  NOg-  o n  Og
consumption by Aquaapirillum magnetotacticum3
Cone, required to reduce control rate by 50Jt
Strain KCN(pM) NaN3(pM) n o2-
MS-1 ( NHjj+ ) 19 30 65
MS-1 (N03_) 50 123 49
NM1 Aa (N03 - ) 46 190 160
MS-2 (N03 - ) 19 60 120
a .  C e l l s  w ere c u l tu r e d  a t  a  d .o .t .  < 1 ? w ith  4 mM NHjj+ 
o r  5 mM N03“ . Each t e s t  was c a r r i e d  ou t w i th  9 x 1 0 ^  
w ashed c e l l s  in  3 ml volume. The a d d i t io n  o f  8  fjM NOg-  
to  a  c e l l  s u s p e n s io n  o f  ib_ m a g n eto tac ticu m  NM-1Aa 
(4  x 10® c e l l s /m l )  reduced  th e  r a t e  o f Og consum ption  
by  40*.
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TABLE 9 . Superoxide disnutase, peroxidase, and 
catalase activity of cell-free extracts a
Species/strain SOD Peroxidase Catalase
(0/tgg) (A Abs ./min/mg (O/mg)
x 10“2)
Ai maftnetotacticwa hs-1
n i t r a t e ,  < 1 % d .o .t .  1.9 4 .8 ND*5
n i t r a t e .  8-10 % d . o . t .  2 . 5  7 . 8  ND
ammonium, < 1 J  d . o . t .  1 . 8  11 .0  ND
ammonium. 8-10 % d . o . t .  2 . 6  4 . 8  ND
Aa. maffnetptasticmn NM-iAa
n i t r a t e ,  < 1 % d . o . t .  3 . 9  2 . 1  ND
n i t r a t e .  8 - 1 0  % d . o . t .  1 9 . 3  0 . 1  17
ammonium, < 1 £ d . o . t .  9 . 6  3 . 8  ND
E. c o l i  B
a n e ro b ic  6 . 0  1 . 1  1
a e r o b ic ,  sh a k in g  2 5 .1  0 .5  14
a . Values a r e  m eans o f  d u p l i c a t e  c u l t u r e s .  
*5. ND = n o t d e t e c te d
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FIGURE 8 .  E f f e c t  o f  0 ^  a n d  N s o u r c e  o n  g r o w t h  o f  A. 
fflaen fiiflia fiiiS U D l s t r a i n  MS-1 , c u l t u r e d  w i t h  (A)
1 . 0  % ,  ( B) 2 . 0  % a n d  ( C)  3 . 0  % ( v / v )  0 , ,  i n  t h e
s p a r g i n g  g a s .  C e l l  y i e l d s  o n  NH1(+ ( ■ ;  
a n d  NO^” ( # )  w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  d i r e c t  c o u n t s .  
S y m b o l s  a n d  b a r s  r e p r e s e n t  m e a n s  a n d  s t a n d a r d  
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FIGURE 9 .  E f f e c t  o f  O2  a n d  N s o u r c e  o n  g r o w t h  o f  A. 
a a s n S i a i a s i i S U B l  s t r a i n  NM- 1Aa ,  c u l t u r e d  w i t h  (A)
1 . 0  %,  ( B) 2 . 0  % a n d  ( C)  3 . 0  ? ( v / v )  Op ,  i n  t h e  
s p a r g i n g  g a s .  C e l l  y i e l d s  o n  NH^+ ( a n d  NOg”
( # )  w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  d i r e c t  c o u n t s .  S y m b o l s  
a n d  b a r s  r e p r e s e n t  m e a n s  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s ,  
r e s p e c t i v e l y ,  o f  t r i p l i c a t e  c u l t u r e s .
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FIGURE 10 .  E f f e c t  o f  NOg” c o n c e n t r a t i o n  on  c e l l  
g r o w t h  o f  A*. a a g n s i f i t a S i A a m a  S t r a i n  MS - 1 .  C e l l s  
w e r e  c u l t u r e d  w i t h  4 mM NHjj+ a n d  c o n t i n u o u s l y -  
p o i s e d  a t  2 . H  % Op  i n  6 0 - m L  b a t c h  c u l t u r e s .  
S y m b o l s :  O  0 p H ,  # 5  (aM, A l  0 |uM, * 2 0  jjM N02 " ;  
b a r s  r e p r e s e n t  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t r i p l i c a t e  



















FIGURE 11 .  P r o t o n  p u l s e  t r a c e s  o b t a i n e d  w i t h  c e l l s  o f  
A. i a a g n £ t f i i a s i i £ s i m  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 6  mM TPMP+ 
a n d  7 . 2  U o f  c a r b o n i c  a n h y d r a s e .  A r r o w s  i n d i c a t e  
t h e  a d d i t i o n  o f  o x i d a n t :  0 , ,  N O ^ t  Fe^  + , o r  N02 “ .
H o r i z o n t a l - s c a l e  b a r s  e q u a l  1 m i n .  V e r t i c a l - s c a l e
b a r s  e q u a l  1 n m o l  o f  H+ t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  c e l l  
e x t e r i o r .  The  d e c a y  c u r v e  f o r  N02 “ , u n l i k e  t h o s e  
f o r  02 . NO^-  a n d  F e ^ + , i n d i c a t e s  e n h a n c e d  p r o t o n  
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CHAPTER FODR
C H A P T E R  F O U R
CHARACTERIZATION AND PBRIPLASM IC LOCATION 
OF SUPEROXIDE DISMUTASE IN  CELLS OF THE 
MICROABROPHILE AOUASPTRILLUH HAGNETOTACTICUM
ABSTRACT
C e l l s  o f  t h e  m a g n e t i c  b a c t e r i u m  A f l j ia a E iC i l lU O  
B aE flS fcS l-S fiiiS liE  a n d  o f  an  a e r o t o l e r a n t  n o n - m a g n e t i c  
m u t a n t ,  s t r a i n  N M - 1 A a ,  c u l t u r e d  w i t h  N Q j -  o r  NHjj+ a t  < 1 
% o r  8 - 1 0  % d . o . t .  e x p r e s s e d  5 e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  
d i s t i n c t  p e r i p l a s m i c  p r o t e i n s  w i t h  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  
(SOD) a c t i v i t y .  A l l  5 p r o t e i n s  w e r e  i n s e n s i t i v e  t o  
i n h i b i t i o n  b y  CN- , a n d  w e r e  t h e r e f o r e  Fe  o r  M n - t y p e  SOD. 
F o u r  o f  t h e  SOD p r o t e i n s ,  f r o m  c e l l s  c u l t u r e d  a t  < 1 % 
d . o . t . .  w e r e  s e n s i t i v e  t o  i n h i b i t i o n  b y  H2 0 2 
c h a r a c t e r i s t i c  o f  F e - t y p e  SOD. H o w e v e r ,  o n l y  3 
p r o t e i n s  f r o m  m a g n e t i c  c e l l s ,  a n d  2 p r o t e i n s  f r o m  
a e r o t o l e r a n t  n o n - m a g n e t i c  c e l l s ,  c u l t u r e d  a t  8 - 1 0  %
d . o . t . .  w e r e  s e n s i t i v e  t o  H2 02 i n h i b i t i o n .  The Mn-SOD 
(CN-  a n d  H2 02 i n s e n s i t i v e  SOD) a c c o u n t e d  f o r  12 % o f  t h e  
t o t a l  SOD a c t i v i t y  o f  c e l l s  c u l t u r e d  a t  < 1 % d . o . t . ,  
a n d  i n c r e a s e d  t o  46 % o f  t o t a l  SOD a c t i v i t y  d e t e c t e d  i n  
m a g n e t i c  c e l l s  c u l t u r e d  a t  8 - 1 0  % d . o . t .  B a sed  o n  SDS-
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PAGE,  t h e  t e n t a t i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  Mn-SOD a n d  
F e - S O D  wa s  3 5 , 0 0 0  a n d  2 3 , 0 0 0  d a l t o n s ,  r e s p e c t i v e l y .
C e l l  p e r i p l a s m  c o n t a i n e d  8 - f o l d  h i g h e r  SOD s p e c i f i c  
a c t i v i t y  t h a n  t h a t  d e t e c t e d  i n  t h e  p o o l e d  c y t o p l a s m i c  + 
p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n s .  I n  c o n t r a s t ,  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  
w a s  l o c a t e d  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  
c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  f r a c t i o n .  T o t a l  SOD a c t i v i t y  i n  
c e l l s  o f  t h e  m a g n e t i c  s t r a i n  c u l t u r e d  a t  8 - 1 0  % d . o . t .  
w a s  1 . 5  X t h a t  o f  c e l l s  c u l t u r e d  a t  < 1 % d . o . t .  SOD 
a c t i v i t y  i n  c e l l s  o f  t h e  a e r o t o l e r a n t ,  n o n - m a g n e t i c  
s t r a i n  c u l t u r e d  a t  8 - 1 0  % d . o . t .  w a s  5 X t h a t  o f  c e l l s  
c u l t u r e d  a t  < 1 % d . o . t .  SOD a n d  p e r o x i d a s e  a c t i v i t i e s
o f  c e l l s  o f  t h e  m a g n e t i c  s t r a i n  c u l t u r e d  u n d e r  
d e n i t r i f y i n g  c o n d i t i o n s  w i t h  2 0 ,  3 0 ,  a n d  300  pM f e r r i c  
q u i n a t e  w e r e  i d e n t i c a l .
The m i c r o a e r o p h i l i c  n a t u r e  o f  m a g n e t i c  c e l l s  o f  iL. 
m a s i l £ i 2 i a £ i i £ l l f f l , a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  n o n - m a g n e t i c  m u t a n t  
a n d  c e l l s  o f  i i s r s s n A i , JL. b a n g a l ,  JL. s a i l  a n d  
A 2 2 £ 2 l£ i l lU iD  l l a a l s c u o ,  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  SOD 
a c t i v i t y .  C e l l s  o f  t h e  m a g n e t i c  s t r a i n  d i d  n o t  e n h a n c e  
SOD a c t i v i t y  w h e n  c u l t u r e d  a t  e l e v a t e d  P o 2 >
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a a g n s t a i a s i i s u m  s t r a i n  m s - 1 i s  a 
f r e e - l i v i n g  d i a z o t r o p h  ( B a z y l i n s k i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 b )  
c a p a b l e  o f  s i m u l t a n e o u s  u s e  o f  Oj a n d  NOg” ( B a z y l i n s k i  
a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 3 a )  a n d  p r o b a b l y  F e ^  + ( S h o r t  a n d  
B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 )  a s  t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r s .
M a g n e t i c  c e l l s  do n o t  e x p r e s s  c a t a l a s e  a c t i v i t y  
( B l a k e m o r e  e t  a l .  1 9 7 9 )  b u t  do c o n t a i n  p e r o x i d a s e  
( O ' B r i e n  e t  a l .  19 87)  a n d  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S h o r t  
a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 7  A b s t r .  Annu.  M e e t .  Am. S o c .  
M i c r o b i o l .  A t l a n t a ,  GA I  1 2 3 ,  p.  1 9 3 ) .  SOD m e d i a t e s  t h e  
d i s m u t a t i o n  o f  t h e  s u p e r o x i d e  r a d i c a l  ( 0 2 “ ) ( M c C o r d  a n d  
F r i d o v i c h ,  1 9 6 9 ) .  Mc Co r d  a n d  Day ( 1 9 7 8 )  p r o p o s e d  t h a t  
SOD f u n c t i o n s  t o  l i m i t  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  02 "  f o r  
c h e m i c a l  c o n v e r s i o n  t o  OH* v i a  t h e  H a b e r - W e i s s  a n d  
F e n t o n  r e a c t i o n s  ( M i n o t t i  a n d  A u s t ,  1 9 8 7 ) .  By t h e s e  
r e a c t i o n s  0 2 ” r e d u c e s  F e ^ + t o  F e ^ + , w h i c h  t h e n  r e a c t s  
w i t h  8g®2 Pr ° d u c i n g  t h e  h y d r o x y l  a n i o n  ( 0 H“ ) a n d  t h e  
h y d r o x y l  r a d i c a l  ( OH' ) .  Th e  p r e s e n c e  o f  02 ” i s  
i n j u r i o u s  t o  c e l l  p r o t e i n s ,  n u c l e i c  a c i d s ,  c a r b o h y d r a t e s  
a n d  m e m b r a n e  l i p i d s  ( H a l l i w e l l ,  1 9 8 2 ;  F r i d o v i c h ,  1 9 8 6 ) .  
H o w e v e r ,  OH* i s  e v e n  m o r e  d e l e t e r i o u s  t o  c e l l s  t h a n  i s  
0 2 " ( R a o  a n d  C a m m a c k ,  1 9 8 1 ;  F r i d o v i c h ,  1 9 8 6 ) .
M a g n e t i c  b a c t e r i a  c o n t a i n  i n t r a c e l l u l a r  m a g n e t i t e
1 1 8
( F e g O j j ) ,  a  l o w - d e n s i t y  h y d r o u s  f e r r i c  o x i d e ,  a h i g h -  
d e n s i t y  h y d r o u s  f e r r i c  o x i d e  ( f e r r i h y d r i t e )  a n d  f e r r o u s  
i r o n  ( F r a n k e l  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  T h u s ,  c e l l s  o f  jLi 
B a s n f i i f l t a a t l a u m  c o u l d  be p a r t i c u l a r l y  s e n s i t i v e  t o  0 2 
d u e  t o  r a p i d  c o n v e r s i o n  o f  r e s p i r a t o r y  g e n e r a t e d  0 2 “ t o  
OH' v i a  t h e  H a b e r - W e i s s  a n d  F e n t o n  r e a c t i o n s .
A e r o b i c  and  f a c u l t a t i v e l y  a n a e r o b i c  e u b a c t e r i a  g e n e r a l l y  
p r o d u c e  Fe a n d / o r  M n - t y p e  S O D ' s ,  a l t h o u g h  t h e r e  a r e  a  
f e w  s p e c i e s  w i t h  t h e  Cu - Z n  t y p e  mo r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  
e u k a r y o t e s  ( P u g e t  a n d  M i c h e l s o n ,  1 9 7 4 ;  V i g n a i s  e t  a l .  
1 9 8 2 ;  M a r t i n  a n d  F r i d o v i c h ,  1 9 8 1 ;  S t e i n m a n ,  1 9 8 2 ;  1 9 8 5 ) .
I n  a d d i t i o n ,  t h e  a e r o b i c  b a c t e r i a  L a a i a b a f i i l l u a  
E la n ia c U f f l  ( A r c h i b a l d  a nd  F r i d o v i c h ,  1 9 8 1 ;  A r c h i b a l d  a n d  
D u o n g ,  1 984)  a n d  N g ia a f in ia  ( A r c h i b a l d  a n d
D u o n g ,  1 9 8 6 )  do  n o t  e x p r e s s  SOD a c t i v i t y .  The
s e n s i t i v i t y  t o  CN~ o f  C u - Z n  SOD a n d  o f  Fe - SOD t o  H2 02
h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  t h e s e  f o r m s  
o f  t h i s  e n z y m e  o n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .
G r e g o r y  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  a n d  H a s s a n  a n d  F r i d o v i c h  
( 1 9 7 7 )  r e p o r t e d  t h a t  H a £ l i £ E i£ i i i a  E f i l i  B e x p r e s s e d  a  
c y t o p l a s m i c  Mn- SOD a n d  a p e r i p l a s m i c  F e - S O D ,  b u t  r e ­
e v a l u a t e d  t h e i r  f i n d i n g s  ( B r i t t o n  a n d  F r i d o v i c h ,  1 9 7 7 )  
a n d  c o n c l u d e d  t h a t  b o t h  t h e  F e  a nd  M n - t y p e  w e r e
c y t o p l a s m i c .  N i e k u s  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  c o n c l u d e d  t h a t  SOD
a c t i v i t y  i n  t h e  m i c r o a e r o p h i l e  SEU iSEU E
s u b s p e c i e s  t u b j a i u a  w a s  l o c a l i z e d  i n  t h e  c y t o p l a s m .
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A c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  i n  a  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  ( 1*14, 000 
x g c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1. 5 h)  o f  b r o k e n  c e l l s  a n d  
t h e r e f o r e  ma y  h a v e  b e e n  c y t o p l a s m i c  a n d / o r  p e r i p l a s m i c .  
B u c h a n a n  a n d  L e e s  ( 1 9 8 0 )  r e p o r t e d  SOD a c t i v i t y  o f  
c y t o p l a s m i c  o r i g i n  i n  c e l l s  o f  t h e  d i a z o t r o p h  
Aiffitahafiifir fihrffifififfififiiim-
B u c h a n a n  ( 1 9 7 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  e x o g e n o u s  Og-  
i n h i b i t e d  A i a t a h a f i h s r  fi.hr2ffifi.2Scam  n i t r o g e n a s e  a c t i v i t y .  
T h u s ,  SOD ma y  be  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o t e c t i o n  o f  
n i t r o g e n a s e  ( R o b s o n  a n d  P o s t g a t e ,  1 9 8 0 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  
a l l  s u g g e s t  t h a t  i n  c e l l s  o f  A*. m fiE D fito ia f it if if if f l  SOD 
c o u l d  h a v e  m u l t i p l e  f u n c t i o n s  i n c l u d i n g  d i s m u t a t i o n  o f  
O j - r e s p i r a t i o n  g e n e r a t e d  0 2 “ , l i m i t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i r o n  g e n e r a t e d  OH- a n d  p r o t e c t i o n  o f  t h e  n i t r o g e n a s e  
c o m p l e x .
We d e t e r m i n e d  t h e  l o c a t i o n s  o f  SOD a n d  p e r o x i d a s e  
a c t i v i t i e s  i n  A*. masnfihffiiaffihifiSiAl» c h a r a c t e r i z e d  t h e  
SOD’ s ,  a n d  e v a l u a t e d  t h e  e f f e c t  o f  f e r r i c  i r o n  on  SOD 
a c t i v i t y  i n  t h i s  o r g a n i s m  g r o w n  u n d e r  d e n i t r i f y i n g  
c o n d i t i o n s .
1 2 0
M A T E R I A L S  AND M E T H O D S
B a c t e r i a  a n d  g r o w t h  c o n d i t i o n s :  C e l l s  o f  A f lU a S E i r i l l l in i
m a g fif ii f i i f i f i i if iU O  s t r a i n s  MS-1 a n d  a  n o n m a g n e t i c ,  
a e r o t o l e r a n t  m u t a n t  s t r a i n  NM- 1Aa w e r e  c u l t u r e d  a s  
d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 ) .  The  
d i s s o l v e d  o x y g e n  t e n s i o n  ( d . o . t . )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a 
g a l v a n i c  e l e c t r o d e  a n d  wa s  m a i n t a i n e d  w i t h i n  10 % o f  t h e  
d e s i r e d  v a l u e  b y  v a r y i n g  t h e  s p a r g e  r a t e .
E s c h e r i c h i a  £ 2 l i  s t r a i n  1 2 t 3 5  ( U n i v e r s i t y  o f  New 
H a m p s h i r e  c u l t u r e  c o l l e c t i o n )  w a s  c u l t u r e d  a t  3 7 °  C i n
t r y p t i c  s o y  b r o t h  ( D i f c o  L a b ,  D e t r o i t ,  MI )  e i t h e r
a n a e r o b i c a l l y  ( F l o r e n c e  f l a s k )  o r  a e r o b i c a l l y  ( 2 - L  
F e r n b a c h  f l a s k  s h a k i n g  a t  2 2 0  r p m ) .  JL*. i i f i E f i f i n i i  ATCC 
E 1 2 6 3 0 , ^  h s u a a l  a n d  A i a s E i r i l l U f l  l i f i f i l s c u m  ( a i l  
s t r a i n s  f r o m  t h e  U n i v e r s i t y  o f  New H a m p s h i r e  c u l t u r e  
c o l l e c t i o n )  w e r e  c u l t u r e d  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( S h o r t  
a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 ) .
C e l l  p r e p a r a t i o n :  C e l l s  o f  jU m a a n s i f i t a f i i i f i . u a  w e r e  
h a r v e s t e d  i n  e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  g r o w t h  w i t h  a  P e l l i c o n  
f i l t r a t i o n  s y s t e m  ( M i l l i p o r e  C o r p . ,  B e d f o r d ,  MA) a n d  
c o n c e n t r a t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , 0 0 0  x  g ,  4 °  C, f o r  
15 m i n .  ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 ) .  C e l l s  o f  o t h e r  
s t r a i n s  w e r e  h a r v e s t e d  i n  e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  g r o w t h  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , 0 0 0  x g ,  4 0 C,  f o r  15 m i n .
C o n c e n t r a t e d  c e l l  p e l l e t s  w e r e  w a s h e d  o n c e  i n  20 p e l l e t
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v o l u m e s  50 mM p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 8  (fCPB),  p e l l e t e d  
a s  b e f o r e ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 - 2 0  m l  KP B. C e l l s  w e r e  
f r o z e n  a t  - 7 0 °  C p r i o r  t o  f r a c t i o n a t i o n .
C e l l  f r a c t i o n a t i o n :  C e l l s  o f  JL. m a £ I l £ i 2 i a £ i l £ U a  w e r e  
f r a c t i o n a t e d  i n t o  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n s  (OMP) ,  
c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  p r o t e i n s  ( CMP) ,  p e r i p l a s m i c  
p r o t e i n s  ( P P )  a n d  c y t o p l a s m i c  + p e r i p l a s m i c  p r o t e i n  
( C P  + PP)  f r a c t i o n s .  P e r i p l a s m i c  p r o t e i n s  w e r e  o b t a i n e d  
b y  o s m o t i c  s h o c k  ( Neu  a n d  H e p p e l ,  1 9 6 5 ) ,  c h l o r o f o r m  
e x t r a c t i o n  ( A m e s  e t  a l -  19 8 4)  o r  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  
( P a o l e t t i ,  S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  A b s t r .  A n n u .  M e e t .  Am.  
S o c .  M i c r o b i o l .  1 9 86 , 16 , p . 1 6 6 ;  s u b m i t t e d  f o r  
p u b l i c a t i o n )  F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  O M P ,  CMP,  o r  CP + PP 
w e r e  o b t a i n e d  b y  t h e  S c h n a i t m a n  m e t h o d  ( 1 9 8 1 ) .  E a c h  
f r a c t i o n  w a s  d i a l y z e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  10 mM H e p e s  
b u f f e r  ( p H  7 - 4 ) .
C e l l - f r e e  e x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  w a s h e d  c e l l s  
d i s r u p t e d  b y  2 p a s s e s  (> 1 0 , 0 0 0  p . s . i .  a t  4 °  C)  t h r o u g h  a 
F r e n c h  P r e s s .  U n b r o k e n  c e l l s  a n d  d e b r i s  w e r e  r e m o v e d  by  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  20  , 0 0 0  x g .  4 °  C,  f o r  20 m i n .  S o l u b l e  
p r o t e i n s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  b y  m e m b r a n e  d i a l y s i s  
( S p e c t r a p o r ,  6 , 0 0 0 - 8 , 0 0 0  m o l  w t  c u t o f f .  S p e c t r u m  M e d i c a l  
I n d u s t r i e s ,  I n c . ,  L o s  A n g e l e s )  i n  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  
( s o l i d  f l a k e .  2 0 , 0 0 0  m o l .  w t . .  J .  T.  B a k e r  C h e m i c a l  C o . ,  
P h i l l i p s b u r g , N.  J . )  a t  4 °  C.  C o n c e n t r a t e d  p r o t e i n s  
w e r e  t h e n  d i a l y z e d  a g a i n s t  K P B a t  4 °  C,  o v e r n i g h t .
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E n z y m e  a n a l y s i s :  S u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S O D )  a c t i v i t y  w a s
d e t e r m i n e d  s p e  c t r o  ph  o t  o m e t r i e  a l l y  a s  d e s c r i b e d  b y  
B e a u c h a m p  a n d  F r i d o v i c h  ( 1 9 7 1 ) *  The  a m o u n t  o f  p r o t e i n  
r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  t h e  r a t e  o f  n i t r o b l u e  t e t r a z o l i u  m 
r e d u c t i o n  ( S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  S t .  L o u i s ,  MO)  b y  50  % 
w a s  d e f i n e d  a s  1 u n i t  ( U )  o f  a c t i v i t y .
P e r o x i d a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o m e -  
t r i c a l l y  a s  d e s c r i b e d  b y  C l a r a  a n d  K n o w l e s  ( 1 9 8 4 )  w i t h  
3 ,3 ' -  d i a  m i n o  b e n  z i d i n e  ( A l d r i c h  C h e m i c a l  C o .  I n c . ,  M i l w a u k e e ,  
WI )  a s  t h e  H+ d o n o r .  S p e c i f i c  a c t i v i t y  w a s  e x p r e s s e d  a s A  
A ^ g £ .  B i n " ' . m g  p r o t e i n
P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s :  T u b e  g e l  e l e c t r o ­
p h o r e s i s  ( 1 0 ?  p o l y a c r y l a m i d e )  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  
b y  D a v i s  ( 1 9 6 4 ) .  S l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 1 2  ? 
p o l y a c y l a m i d e )  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  1 . 5  mm g e l s .  A f t e r  
e l e c t r o p h o r e s i s ,  g e l s  w e r e  r e m o v e d  a n d  s o a k e d  f o r  1 h i n  
50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 8  w i t h  1 0 “ 1' M 
e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a c e t i c  a c i d  ( K P B / E D T A )  o r  i n  5 . 0  mM 
H j O g  ( E a s t m a n  K o d a k  Co . ,  R o c h e s t e r .  NY)  o r  i n  1 . 0  mM C N "  
( E a s t m a n  K o d a k )  i n  P B / E D T A .  G e l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  SOD 
a c t i v i t y  a s  d e s c r i b e d  b y  B e a u c h a m p  a n d  F r i d o v i c h  ( 1 9 7 1 )  
a n d  p h o t o g r a p h e d  o r  s c a n n e d  b y  l i n e a r  d e n s i t o m e t r y  
( B e c k m a n  I n s t r u m e n t s ,  F u l l e r t o n ,  C A) .  S D S  s l a b  g e l  ( 1 . 5  mm 
t h i c k n e s s )  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  b y  
L a e m m l i  ( 1 97 0 ) .  P r i o r  t o  s t a i n i n g  f o r  S O D  a c t i v i t y ,  
g e l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  KPB a t  4 °  C o v e r n i g h t .
123
M o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s  ( B i o - R a d ,  R i c h m o n d ,  CA) a n d  
c e l l  f r a c t i o n s  s o l u b i l i z e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  2 4 °  C f o r  15 
m i n  i n  1 5 0  mM t r i s - H C l  ( p H  6 . 8 )  b u f f e r  c o n t a i n i n g  4 % 
S DS ,  10 % 2 - m  e r c a p t o e t h a n o l ,  20  % g l y c e r o l ,  a n d  1 $
b r o m o p h e n o l  b l u e  p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s .
1 2 4
R E S U L T S  a n d  D I S C U S S I O N
T h e  m a j o r i t y  o f  S OD a c t i v i t y  i n  c e l l s  o f  Aj. 
m a g n e t o t a c t l c u m w a s  l o c a t e d  i n  t h e  p e r i p l a s m .  A c t i v i t y  
i n  e a c h  p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n  w a s  1 7 - 3 0  f o l d  h i g h e r  t h a n  
i n  a n y  m e m b r a n e  f r a c t i o n  t e s t e d  ( T a b l e  1 0 ) .  P e r i p l a s m  
r e l e a s e d  by  t h e  f r e e z e - t h a w  m e t h o d  ( F / T )  h a d  8 - f o l d  
g r e a t e r  S OD s p e c i f i c  a c t i v i t y  t h a n  d i d  t h e  w h o l e  c e l l  
s o l u b l e  f r a c t i o n  ( c y t o p l a s m  + p e r i p l a s m ) .  A p e r i p l a s m i c  
l o c a t i o n  o f  S OD a c t i v i t y  i s  u n i q u e ,  a n d  d i s t i n c t  f r o m  
t h e  l o c a t i o n  o f  S OD i n  c e l l s  o f  E_^  c o l i  ( B r i t t o n  a n d  
F r i d o v i c h ,  1 977 )  a n d  JL-. c h r o o c o c c u  m ( B u c h a n a n  a n d  L e e s ,
1 9 8 0 ) .
I n  c o n t r a s t  t o  S O D  a c t i v i t y ,  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  
w a s  d e t e c t e d  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  
a n d  c y t o p l a s m  ( T a b l e  1 0 ) .  H o w e v e r ,  6 J  o f  t h e  p e r o x i d a s e  
a c t i v i t y  d e t e c t e d  w a s  p e r i p l a s m i c .  O ' B r i e n  e t  a l .
( 1 9 8 7 )  h a d  f o u n d  t h a t  > 60 % o f  t o t a l  c - t y p e  
h e m o p r o t e i n s  ( w h i c h  p o s s e s s  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y )  w e r e  
r e l e a s e d  i n  t h e  p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n  o b t a i n e d  b y  F / T .
We c o n c l u d e  t h a t  c - t y p e  h e m o p r o t e i n s  a c c o u n t  f o r  o n l y  a 
s m a l l  f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y  d e t e c t e d  
i n  o u r  s t u d i e s .
T h e  p e r i p l a s m  f r o m  c e l l s  o f  Aj. m a g n e t o t a c t l c u m 
s t r a i n s  MS-1 o r  N M - 1 A a ,  c u l t u r e d  w i t h  N O ^ -  o r  NHjj  + , a t  a 
d . o . t .  o f  < 1 St ( o f  a i r  s a t u r a t i o n )  c o n t a i n e d  5 e l e c t r o -
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p h o r e t i c a l l y  d i s t i n c t  p r o t e i n s  w i t h  S O D  a c t i v i t y  ( F i g .  
1 2 ) .  A i l  5 p r o t e i n s  w e r e  Mn-  o r  F e - t y p e  SOD b a s e d  on  
t h e i r  i n s e n s i t i v i t y  t o  C N -  ( F i g .  1 3 ) .  I n  b o t h  s t r a i n s ,  4 
o f  t h e s e  p r o t e i n s  w e r e  s e n s i t i v e  t o  i n h i b i t i o n  b y  H j  O j t  
h e n c e  w e r e  F e - t y p e  SOD ( F i g .  1 4 ) .  C e l l s  e x p r e s s e d
h i g h e r  l e v e l s  o f  t h e  M n - t y p e  S OD  w h e n  c u l t u r e d  a t  
i n c r e a s e d  c u l t u r e  P 0 2 *  Whe n  m a g n e t i c  c e l l s  w e r e  
c u l t u r e d  a t  r a i s e d  d . o . t .  ( 8 - 1 0  % ) ,  o n l y  3 o f  5 p r o t e i n s
w i t h  SOD a c t i v i t y  w e r e  o f  t h e  F e - t y p e  a n d  2 w e r e  M n - t y p e  
( F i g s .  13 a n d  1 4 ) .  We e s t i m a t e d ,  f r o m  d e n s i t  o m e t r i e
s c a n s  o f  t u b e  g e l s ,  t h a t  F e - t y p e  S OD a c c o u n t e d  f o r  88
a n d  65  % o f  t o t a l  S O D  a c t i v i t y  d e t e c t e d  i n  m a g n e t i c  
c e l l s  c u l t u r e d  a t  < 1 % a n d  8 - 1 0  % d . o . t . ,
r e s p e c t i v e l y .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  c e l l s  
o f  N M - l i a ,  h o w e v e r ,  c e l l s  o f  t h e  a e r o t o l e r a n t  m u t a n t  
e x p r e s s e d  2 Fe  a n d  3 M n - t y p e  SOD p r o t e i n s  wh e n  c u l t u r e d  
a t  r a i s e d  d . o . t .  ( 8 - 1 0  $ ) .  B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  o f  S D S -  
P AGE,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  M n - S O D  wa s  e s t i m a t e d  
t o  b e  a t  3 5 , 0 0 0  d a l t o n s  a n d  t h a t  o f  t h e  F e - S O D  t o  b e  
23 , 0 0 0  d a l t o n s  ( F i g .  1 3 ) .
Ej. c o l i  1 2 4 3 5  c u l t u r e d  a e r o b i c a l l y  e x p r e s s e d  t h r e e  
e l e  c t r o  p h  o r e  t i c  a l l y  d i s t i n c t  p r o t e i n s  ( R ^ v a l u e s  o f  
0 . 3 1 ,  0 . 4 6  a n d  0 . 6 0 )  w i t h  S OD  a c t i v i t y .  A l l  w e r e  
i n s e n s i t i v e  t o  i n h i b i t i o n  b y  C N “ a n d  1 p r o t e i n  ( R f  0 . 6 0 )  
w a s  s e n s i t i v e  t o  H j  O j .  S i m i l a r  r e s u l t s  f o r  a e r o b i c a l l y
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c u l t u r e d  Ej .  £2.11 h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  H a s s a n  a n d  
F r i d o v i c h  ( 1 9 7 7 )  a n d  N e t t l e t o n  e t  a l .  ( 1 9 8 *0 •
C e l l s  o f  t h e  m i c r o a e r o p h i l i c  w i l d - t y p e  s t r a i n  ( M S -
1)  c u l t u r e d  a t  a d . o . t .  o f  < 1 % d . o . t .  h a d  a p p r o x ­
i m a t e l y  t h e  s a m e  SOD s p e c i f i c  a c t i v i t y  w h e t h e r  t h e y  w e r e  
c u l t u r e d  w i t h  N 0 ^ "  o r  NHp + ( T a b l e  1 1 ) .  P e r i p l a s m i c  SOD 
a c t i v i t y  o f  s t r a i n  MS - 1  i n c r e a s e d  b y  l e s s  t h a n  50  % w h e n  
t h e  c u l t u r e  d . o . t .  w a s  i n c r e a s e d  f r o m  1 t o  8 - 1 0  % 
d . o . t .  C e l l s  o f  s t r a i n  NM- 1  Aa ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  
s h o w e d  a 5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  S OD a c t i v i t y  o v e r  t h e  s a m e  
r a n g e  o f  0 2 v a l u e s .
I n  o u r  s t u d y ,  v a r y i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i r o n  i n  
c u l t u r e  m e d i u m  d i d  n o  a f f e c t  a  c h a n g e  i n  S O D  o r  
p e r o x i d a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s .  S O D  a n d  p e r o x i d a s e  
a c t i v i t i e s  o f  d e n i t r i f y i n g  m a g n e t o t a c t i c um c e l l s
r e m a i n e d  c o n s t a n t  w h e t h e r  t h e y  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  2 0 ,
3 0 ,  o r  3 0 0  pM f e r r i c  q u i n a t e  u n d e r  d e n i t r i f y i n g  
c o n d i t i o n s .
C e l l s  o f  JU m a g n e t o t a c t l c u m s t r a i n  M S - 1  e x p r e s s  
S O D  a c t i v i t y  a t  a  l e v e l  b e l o w  t h a t  o f  o t h e r  r e p r e s e n ­
t a t i v e  a e r o b e s  t e s t e d  ( T a b l e  1 2 ) .  I n  o u r  s t u d y  t h e  
a e r o t o l e r a n t  s t r a i n  o f  m a g n e t o t a c t l c u m c u l t u r e d  a t  
e l e v a t e d  d . o . t .  ( 8 - 1 0  % o f  s a t u r a t i o n )  e x p r e s s e d  S O D  
a c t i v i t y  a t  a  l e v e l  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  a e r o b i c a l l y  
c u l t u r e d  A z o s p i r i l l u  m l i p  o f  e r u  m . o r  A q u a s p i r i l l u  m
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i t f i HS f l H i i  c e l l s  b u t  b e l o w  t h a t  o f  a e r o b i c a l l y  c u l t u r e d  
E i  c o l i  ( T a b l e  1 3 ) .  T h e  m i c r o a e r o p h i l i c  n a t u r e  
o f  t h i s  b a c t e r i u m  i s  a p p a r e n t l y  d u e  t o  i t s  r e l a t i v e l y  
l o w  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  o f  S O D ,  i t s  i n a b i l i t y  t o  
s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e  e x p r e s s i o n  o f  S OD  w h e n  c u l t u r e d  a t  
r a i s e d  P o j i  i t s  i n a b i l i t y  t o  e x p r e s s  m e a s u r e a b l e  l e v e l s  
o f  c a t a l a s e ,  a n d  m a y  r e l a t e  d i r e c t l y  t o  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  m a g n e t i t e .  M i c r o a e r o b i c  c o n d i t i o n s  a r e  r e q u i r e d  f o r  
b a c t e r i a l  m a g n e t i t e  f o r m a t i o n  ( B l a k e m o r e  e t  a l .  1 9 8 5  ) .  
A l t h o u g h  c e l l s  o f  t h e  m a g n e t i c  s t r a i n  w i l l  g r o w  
a e r o b i c a l l y  i n  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  e x o g e n o u s  
c a t a l a s e ,  c e l l s  d o  n o t  r e t a i n  t h e i r  m a g n e t i c  p r o p e r t i e s .  
I n  a d d i t i o n ,  c e l l s  o f  t h e  a e r o t o l e r a n t  n o n - m a g n e t i c  
s t r a i n  N M - 1 A a ,  c o m p a r e d  t o  t h e  m i c r o a e r o p h i l i c  s t r a i n ,  
e x p r e s s  e l e v a t e d  S O D  a n d  w h e n  c u l t u r e d  a t  8 - 1 0  % d . o . t .  
e x p r e s s  c a t a l a s e  ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  A b s t r .  A n n u .
M e e t .  Am.  S o c .  M i c r o b i o l .  1 9 8 7  . I  1 2 3 ,  p .  1 9 3 ) .
I n t e r e s t i n g l y ,  o n l y  1 0 56 o f  t o t a l  p e r o x i d a s e
a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  F / T  p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n .  
O ' B r i e n  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  h a d  f o u n d  t h a t  > 6 0  % o f  t o t a l  c -  
t y p e  c y t o c h r o m e s  ( w h i c h  h a v e  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y )  w e r e  
r e l e a s e d  i n  F / T  f l u i d s .  P r e s u m a b l y ,  o t h e r  c e l l  p r o t e i n s  
h a v e  m u c h  g r e a t e r  p e r o x i d a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t y .
T h e  p e r i p l a s m i c  l o c a t i o n  o f  S OD m i g h t  b e  p a r t i c u ­
l a r l y  a d v a n t a g e o u s  t o  a m i c r o a e r o p h i l e  i f  t h e  t e r m i n a l
1 2 8
o x i d a s e s  a r e  o r i e n t e d  t o w a r d  t h e  p e r i p l a s m .  T h e  
d e l e t e r i o u s  e f f e c t s  o f  0 2 r e s p i r a t i o n  g e n e r a t e d  0 2 “ 
r a d i c a l s  w o u l d  b e  m i n i m i z e d  b y  h a v i n g  r e d u c t i o n  s i t e s  
o u t s i d e  t h e  c e l l  c y t o p l a s m .
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TABLE 1 0 .  S OD  a n d  P e r o x i d a s e  S p e c i f i c  A c t i v i t y  i n  Aj . 
C e l l  F r a c t i o n s
C e l l  F r a c t i o n  SOD
( m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n )  ( U . m g  p r o t e i n - 1 )
0M (Schnaitman, 1981) 0.3
CM (Schnaitman, 1981) 0.3
CP+PP (Schnaitman, 1981) 2.8
P e r o x i d a s e  
( A  A . m i n - 1  . m g  p r o t e i n - 1  
X  1 0 - 5 )
0 . 9  
2 .1 
2 .1
Periplasm obtained by: 
Chloroform extraction 
(Ames et al. 1989)
5 .0 0 .3
Osmotic shock 
(Neu and Heppel, 1965)
5 .£ 0 . 2
F r e e z e / t h a w  
( P a o l e t t i  e t  a l .  1 9 8 5 )
1 2 . 0 0 . 3
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TABLE 11. Effect of N source and culture Po2 on SOD and 
Peroxidase Activities of Cell-free Periplasmic 
fractions3 of Ij.
SOD Peroxidase
(O.mg protein-1) (AA.mln-1.mg protein-1)
strain MS-1
N03 " < 1 % d . o . t .  
8 - 1 0  % d . o . t .
n .8 x i o -2
7 . 8  x 10 - 2
NHjj+ < 1 % d . o . t .  
8 - 1 0  % d . o . t .
1 0 
15
1 . 1  x 10 -1
4 . 8  x 1 0 ” 2
strain HM-1Aa
NOg-  < 1 % d . o . t .  
8 - 1 0  % d . o . t .




2 . 1  x 10 - 2
1 . 0  x 1 0 “ 3 
3 . 8  x 10“ 2
a  P e r i p l a s m i c  f r a c t i o n  o b t a i n e d  b y  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g .
13 Th e  S OD  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i n  s o l u b l e  PP o b t a i n e d  by 
f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  w a s  8 X t h a t  o f  PP + CP ( o b t a i n e d  
by t h e  m e t h o d  o f  S c h n a i t m a n ,  1 9 8 0 ) .
131
T A B L E  1 2 .  SOD a n d  P e r o x i d a s e  A c t i v i t i e s  i n  
S o l u b l e  ( P P  + CP )  P r o t e i n  F r a c t i o n s  o f  
E . c  o l i . A . b e n g  a l .  A.  i t e r s o n i i  a n d  A z .
SOD P e r o x i d a s e
( U - m g  p r o t e i n - 1 ) (A A m i n - 1 . mg p r o t e i n - 1 )
Ej. f i f i l i  1 2 4 3 5  
a n a e r o b i c  
a e r o b i c 21
3 . 4  x 10




a e r o b i c ,  s t a t i c  49 4 . 5  x 10 - 2
A ■ i t e r s o n i i  E 1 2 6 3 9
a e r o b i c ,  s t a t i c  5 .7 x 10"
A g o t  l i p o f e r u m
a e r o b i c ,  s t a t i c  15 4 . 1  x 10 -2
a  T h e  CP + PP s o l u b l e  f r a c t i o n  w a s  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  
f r o m  c e l l s  d i s r u p t e d  w i t h  a  F r e n c h  P r e s s u r e  C e l l  ( >
10 , 0 0 0  p s i ) ,  a n d  c e n t r i f u g e d  ( 3 0  , 0 0 0  x g .  20  m i n . )  a n d  
c o l l e c t i o n  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d s .  CP + PP ( S c h n a i t m a n ,  
1 9 8 1 )
1 3 2
F I G U R E  1 2 .  N o n - r e d u c i n g  PAGE o f  m a g n e t o t a c t l c u m
p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n s .  6 U SOD a p p l i e d  p e r  l a n e  A. B,
C,  a n d  D o f  G e l  1.  10 U SOD a p p l i e d  p e r  l a n e  E a n d  F o f  
G e l  1 a n d  l a n e s  A- D o f  G e l s  2 a n d  3 .  C o n t r o l  G e l  1 w a s  
s o a k e d  i n  b u f f e r  a n d  s t a i n e d  f o r  S O D  a c t i v i t y  a c c o r d i n g  
t o  t h e  m e t h o d  o f  B e a u c h a m p  a n d  F r i d o v i c h  ( 1 9 7 1 ) .  G e l  2 
w a s  s o a k e d  i n  1 . 0  mM CN f o r  1 h p r i o r  t o  s t a i n i n g .  G e l  
3 w a s  s o a k e d  i n  5 . 0  mM H p O .  f o r  1 h p r i o r  t o  s t a i n i n g .  
L a n e s :  ( A)  & ( E )  s t r a i n  M S - 1 ,  < 1 % d . o . t . ;  ( B) & ( F )  
s t r a i n  M S - 1 .  8 - 1 0  % d . o . t . ;  ( C )  s t r a i n  M S - 2 ,  < 1 % 
d . o . t . ;  ( D )  s t r a i n  N M - 1 A a  a p p r o x .  10 % d . o . t .
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A B  C D  A B C D
F I G U R E  1 3 .  R e d u c i n g  ( S D S )  P AGE o f  c e l l - f r e e  A. 
m a g n e t o t a c t l c um p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n s .  A p p r o x i m a t e l y  10  
U SOD a p p l i e d  p e r  l a n e .  S a m p l e s  w e r e  m i x e d  w i t h  SDS,  
b u t  n o t  h e a t e d .  T h e  g e l  w a s  w a s h e d  f o r  8 h i n  50  mM 
p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H 6 . 8 )  a n d  s t a i n e d  f o r  S O D  a c t i v i t y .  
T h e  g e l  s l i c e d  a n d  a s s a y e d  f o r  i r o n  u s i n g  t h e  f e r r o z i n e  
a s s a y  ( S t o o k e y ,  1 9 7 0 ) .  I r o n  w a s  d e t e c t e d  o n l y  i n  t h e  
l o w e r  SOD b a n d .
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APPENDIX
A P P E N D I X  A
FREEZING AND THAWING CELLS OF 
AOPASPIRILLOM HAGNETOTACTICPM SELECTIVELY 
RELEASES PERIPLASMIC PROTEINS.
ABSTRACT
C e l l s  o f  t h e  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i u m  A aU & SEiEillA lJB  
i w h e n  s u s p e n d e d  i n  b u f f e r ,  f r o z e n  a n d  
t h a w e d ,  p r o d u c e d  p i n k - o r a n g e  s u p e r n a t a n t  f l u i d .  The 
f l u i d  c o n t a i n e d  2 . 0  % o r  l e s s  o f  t o t a l  e x t r a c t a b l e  o u t e  
m e m b r a n e  c o m p o n e n t  2 - k e t o - 3 - d e o x y o c t o n a t e  a n d  o f  t h e  
c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  m a r k e r  s u c c i n i c  d e h y d r o g e n a s e .  
E l e c t r o p h o r e t i c  b a n d i n g  p a t t e r n s  a n d  d i f f e r e n c e  s p e c t r a  
o f  p r o t e i n s  a n d  h e m o p r o t e i n s  r e l e a s e d  b y  f r e e z i n g  a n d  
t h a w i n g  c e l l s  w e r e  d i s t i n c t  f r o m  t h o s e  o f  m e m b r a n e -  
a s s o c i a t e d  a n d  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  p e r i p l a s m i c  
s u b s t a n c e s  o b t a i n e d  b y  a p p l y i n g  c o n v e n t i o n a l  
f r a c t i o n a t i o n  m e t h o d s  t o  t h i s  o r g a n i s m .
I N T R O D U C T I O N
F r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  i s  k n o w n  t o  h a v e  a  p r o f o u n d  
e f f e c t  on  b a c t e r i a l  c e l l s ,  a n d  i s  o f t e n  u s e d  a s  a 
p r e t r e a t m e n t  t o  c e l l  d i s r u p t i o n  ( R i c h a r d s o n  a n d  P a r k e r ,  
1 9 8 5 ;  S c h n a i t m a n ,  1 9 8 1 ) .  R e s p o n s e s  o f  G r a m - n e g a t i v e  
c e l l s  d e p e n d  u p o n  t h e  c e l l  g e n o t y p e  ( C a l c o t t  a n d  
C a l c o t t ,  1 9 8 3 ) ,  t h e  m e n s t r u u m  t h e y  a r e  s u s p e n d e d  i n  a n d  
t h e  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  r a t e s  ( C a l c o t t  a n d  M a c L e o d ,  
1 9 7 5 ) .  O u t e r  s h e a t h  m a t e r i a l  f r o m  a n  o r a l  s p i r o c h e t e  
h a s  b e e n  i s o l a t e d  by  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  ( 1 0 ) .  C a l c o t t  
a n d  Ma c L e o d  ( 4 )  f o u n d  t h a t  f r o z e n  a n d  t h a w e d  l a c t o s e -  
l i m i t e d  E s£ .li ,£ E i£ iiia  f i f i l i  c e l l s ,  r e l e a s e d  c o n s i d e r a b l e  
a m o u n t s  o f  t h e  p e r i p l a s m i c  e n z y m e  c y c l i c  p h o s p h o d i ­
e s t e r a s e ,  b u t  n o t  t h e  c y t o p l a s m i c  e n z y m e  g l u c o s e - 6 -  
p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e .  A s m a l l ,  c o n s t a n t  q u a n t i t y  ( 1 0  
t o  15 % o f  t o t a l  a c t i v i t y )  o f  B - g a l a c t o s i d a s e  ( n o r m a l l y  
c y t o p l a s m i c )  r e l e a s e d  w a s  a t t r i b u t e d  t o  a p o s s i b l e  
p e r i p l a s m i c  f o r m  o f  t h i s  e n z y m e .
P e r i p l a s m i c  s u b s t a n c e s  o f  JU £ 2 1 4  h a v e  b e e n  
s e p a r a t e d  f r o m  o t h e r  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  b y  m e a n s  o f  
o s m o t i c  s h o c k  o r  s p h e r o p l a s t  f o r m a t i o n  ( Ne u  a n d  H e p p e l ,  
1 9 6 5 ) .  Ames  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  d e m o n s t r a t e d  s e l e c t i v e  
r e l e a s e  o f  p e r i p l a s m i c  p r o t e i n s  o f  Ej. £ £ l i  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  c h l o r o f o r m .
F r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  c e l l  s u s p e n s i o n s  o f
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A a u a a E i r l l i u m  m a e n a t  s i n a i  j.£um s t r a i n  m s -1  i n  10 mM N - 2 -  
h y d r o x y e t h y l  p i p e r a z i n e - N ' - 2 - e t h a n e  s u l f o n i c  a c i d  
( H e p e s )  b u f f e r  (pH 7 . 4 )  o r  1 0 - 5 0  mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r  (KPB) c a u s e d  t h e  r e l e a s e  o f  s o l u b l e  C g g - j - t y p e  
h e m o p r o t e i n s  ( W. O ' B r i e n ,  M.S.  t h e s i s ,  U n i v e r s i t y  o f  New 
H a m p s h i r e ,  D u r h a m ,  1 9 8 2 ;  O ' B r i e n  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  T h i s  
f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  m e t h o d  ( F / T )  d i d  n o t  d i s r u p t  
o v e r a l l  h e l i c a l  c e l l  m o r p h o l o g y .  The o b j e c t i v e  o f  o u r  
s t u d y  w a s  t o  c o m p a r e  F / T  w i t h  o t h e r  c e l l  f r a c t i o n a t i o n  
m e t h o d s  a p p l i e d  t o  t h i s  o r g a n i s m  t o  d e t e r m i n e  t h e  
c e l l u l a r  o r i g i n  o f  t h e  s u b s t a n c e s  r e l e a s e d  i n c l u d i n g  t h e  
s o l u b l e  C g g - j - t y p e  h e m o p r o t e i n .  T h i s  m e t h o d  a l s o  a l l o w e d  
u s  t o  p a r t i a l l y  p u r i f y  t h i s  h e m o p r o t e i n .  P e r i p l a s m i c  
s o l u b l e  c - t y p e  h e m o p r o t e i n s  o f  u n k n o w n  f u n c t i o n  h a v e  
b e e n  d e t e c t e d  i n  A l f i s i i g g n e s  auiC U fihj.£U n ( P r o b s t  a n d  
S c h i e g e i ,  1 9 7 6 ) -  i t f i r s f i f i i i
( G a r r a r d ,  1 9 7 1 ) ,  P a c a a a s a u a  daaJ,iE J.J!J .E ana ( H u s a i n  a n d  
D a v i d s o n ,  1 9 8 6 ) ,  a n d  i n  HaafflSfi.llJ.lUa f i a c a a u i a  ( N i v e n ,  
1 9 8 4 ) .  ( P o r t i o n s  o f  t h i s  w o r k  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  
[ P a o l e t t i .  S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  A b s t r .  Annu .  M e e t .  Am. 
S o c .  M i c r o b i o l .  1 9 8 6 ,  W a s h i n g t o n  D . C . I 6 ,  p.  1 6 6 ] ) .
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M A T E R I A L S  AND METHODS
D e n i t r i f y i n g  c e l l s  o f  AauaSEiEillUffl m a K H £ ifiia£ ± i£ U ]n  
MS - 1  (ATCC 3 1 6 3 2 )  o r  a m m o n i u m  c u l t u r e d  c e l l s  o f  s t r a i n  
MS-1 a nd  s t r a i n  NM-1Aa ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 )  w e r e  
b a t c h  c u l t u r e d  i n  a c h e m i c a l l y  d e f i n e d  m e d i u m  ( B l a k e m o r e  
e t  a l .  1 9 7 9 )  m i c r o a e r o b i c a l l y  a t  a d i s s o l v e d  o x y g e n  
t e n s i o n  ( d . o . t . )  l e s s  t h a n  1 % o f  s a t u r a t i o n .  C e l l s  o f  
A. E 1 2 6 3 9  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  t h e  s a m e  me d i u m
( a mmo n i u m)  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 0 5  % y e a s t  e x t r a c t  i n  1 - 1  
s t a t i o n a r y  c u l t u r e s .  C e l l s  o f  A*, a a g n e t2 ta e A i£ .U f f l  w e r e  
h a r v e s t e d  by  f i l t r a t i o n  ( S h o r t  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 )  when
Q 1
t h e y  r e a c h e d  a  d e n s i t y  o f  < 1  10 • m l  . H a r v e s t e d
c e l l s  a nd  c e l l s  o f  JLs. i i £ E a s n i i  E 1 2 6 3 9  w e r e  p e l l e t e d  a n d  
w a s h e d  o n c e  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 8 , 0 0 0  x g ,  30 m i n .  5°C)  
i n  a t  l e a s t  10  p e l l e t  v o l u m e s  o f  5 0  mM KPB ( p H 6 . 8 )  o r  
10 mM H e p e s  b u f f e r  (pH 7 . 4 ) .  C e l l s  f r o m  a s i n g l e  40 1 
c u l t u r e  o f  d e n i t r i f y i n g  MS-1 w e r e  s u s p e n d e d  i n  1 0 0  ml  o f  
KPB o r  H e p e s  b u f f e r  a n d  e q u a l  p o r t i o n s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  
b y  t h e  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  b e l o w .
C e l l s  o f  a mmo n i u m c u l t u r e d  M S - 1 ,  NM- 1Aa ,  a n d  A. 
A iS E B fin iA  w e r e  f r a c t i o n a t e d  a c c o r d i n g  t o  S c h n a i t m a n  
( 1 9 8 1 ) .  The  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n  f r a c t i o n s  o b t a i n e d  b y  
t h i s  p r o c e d u r e  w e r e  a p p l i e d  t o  SDS- PAGE,  and  t h e  g e l  
w a s  s u b s e q u e n t l y  s t a i n e d  w i t h  s i l v e r  ( O a k l e y  e t  a l .
19 80).
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The  F / T  t e c h n i q u e  c o n s i s t e d  o f  s t o r i n g  w a s h e d ,  
r e s u s p e n d e d  c e l l s  a t  - 2 0 ° C  o v e r n i g h t .  The  f r e e z i n g  r a t e  
w a s  0 . 7 ° C  > m i n " ^ .  The  s a m p l e  w a s  t h a w e d  a t  r oom 
t e m p e r a t u r e  a n d  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  
( 1 0 , 0 0 0  x g ,  15 m l n ,  5 ° C ) .  The  p i n k - o r a n g e  s u p e r n a t a n t  
f l u i d  w a s  c l a r i f i e d  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 0 , 0 0 0  x g ,  
1 h ,  5 ° C)  a n d  c o n c e n t r a t e d  by  m e m b r a n e  d i a l y s i s  
( S p e c t r a p o r ,  6 , 0 0 0 - 8 , 0 0 0  m o l  w t  c u t o f f .  S p e c t r u m  M e d i c a l  
I n d u s t r i e s ,  I n c . ,  Lo s  A n g e l e s )  o n  a  bed  o f  p o l y e t h y l e n e  
g l y c o l  ( s o l i d  f l a k e .  20  , 0 0 0  m o l  w t .  J .  T. B a k e r  C h e m i c a l  
Co . ,  P h i l l i p s b u r g ,  New J e r s e y )  a t  4 ° C.
P e r i p l a s m i c  p r o t e i n s  w e r e  o b t a i n e d  b y  t w o  m e t h o d s :  
o s m o t i c  s h o c k  (Neu a n d  H e p p e l ) ,  o r  c h l o r o f o r m  e x t r a c t i o n  
( Ames  e t  a l .  19 8 4 1 ) .  The  S c h n a i t m a n  m e t h o d  ( 1 9 8 1 )  w a s  
a l s o  u s e d  t o  s e p a r a t e  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  
c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  p r o t e i n s  a n d  s o l u b l e  ( c y t o p l a s m  a n d  
p e r i p l a s m )  p r o t e i n s .  C e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  i n  a F r e n c h  
p r e s s  ( 10 , 0 0 0  p . s . i . )  p r i o r  t o  t r e a t m e n t  w i t h  2 J  ( v / v )  
T r i t o n  X - 1 0 0  a n d  10 mM M g C l j  i n  10  mM H e p e s  b u f f e r  ( p H 
7 . 4 ) .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  d i a l y z e d  o v e r n i g h t  a t  4°C 
a g a i n s t  H e p e s  b u f f e r  p r i o r  t o  a n a l y s i s .
The r e l a t i v e  a c t i v i t y  o f  s u c c i n i c  d e h y d r o g e n a s e  
( SDH) ,  a n  i n t e g r a l  e n z y m e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  me m b r a n e  
( D o b r o z o g o s z ,  1 9 8 1 .  H e d e r s t e d t  a n d  R u t b e r g ,  1 9 8 1 ) ,  a n d  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - k e t o - 3 - d e o x y o c t o n a t e  (KD0) ,  a
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c o n s t i t u e n t  o f  o u t e r  m e m b r a n e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  w e r e  
u s e d  a s  i n d i c e s  o f  t h e  p u r i t y  o f  c e l l  f r a c t i o n s  
( K a r k h a n i s ) .  P r o t e i n s  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t  s t a n d a r d s  
( B i o - R a d ,  R i c h m o n d ,  C a l i f o r n i a )  w e r e  s o l u b i l i z e d  a n d  
s e p a r a t e d  by  SDS-PAGE ( P a o l e t t i  a n d  B l a k e m o r e ,  1 9 8 6 )  a n d  
s t a i n e d  w i t h  s i l v e r  ( O a k l e y  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  Room 
t e m p e r a t u r e  d i t h i o n i t e - r e d u c e d  m i n u s  a i r - o x i d i z e d  
d i f f e r e n c e  s p e c t r a  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  s o l u b l e  
p r o t e i n  f r a c t i o n s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 1 5 ) .  The 
a b i l i t y  o f  c e l l s  t o  s u r v i v e  F / T  w a s  e v a l u a t e d  b y  a 
s t a n d a r d  p l a t e  a s s a y .  T h a w e d  c e l l s  w e r e  q u a n t i t a t i v e l y  
d i l u t e d  a n d  a l i q u o t s  p r e p a r e d  a s  p o u r  p l a t e s  i n  s e m i ­
s o l i d  m e d i u m  i n  t r i p l i c a t e .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  o n e  
w e e k  a t  r o o m t e m p e r a t u r e  m i c r o a e r o b i c a l l y .  C o l o n y  
c o u n t s  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  c o n t r o l  ( n o n - F / T )  c e l l s  
p l a t e d  s i m i l a r l y .
R E S U L T S  AND D I S C U S S I O N
S u p e r n a t a n t  f l u i d s  o b t a i n e d  by F / T  c o n t a i n e d  1. 3  % 
o f  t h e  t o t a l  SDH a c t i v i t y  d e t e c t e d  a n d  2. 0 % o f  t h e  
t o t a l  KDO r e c o v e r e d  ( T a b l e  1 3 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  
t h a t  F / T  d i d  n o t  m a r k e d l y  d i s r u p t  e i t h e r  t h e  o u t e r  o r  
i n n e r  c e l l  m e m b r a n e s  w i t h  a t t e n d a n t  r e l e a s e  o f  t h e s e  
m a r k e r s .  S o l u b l e  f r a c t i o n s  o b t a i n e d  b y  c h e m i c a l  
t r e a t m e n t  ( c h l o r o f o r m  o r  l y s o z y m e - E D T A )  o r  m e c h a n i c a l  
d i s r u p t i o n  ( F r e n c h  p r e s s )  o f  s t r a i n  MS-1 c e l l s  h a d  
c o m p a r a b l e  p r o p o r t i o n s  o f  t o t a l  d e t e c t a b l e  SDH a c t i v i t y  
a n d  KDO ( T a b l e  1 3 ) .  M o s t  ( 8 7  ? )  o f  t h e  t o t a l  SDH 
a c t i v i t y  a n d  90 % o f  t h e  t o t a l  KDO r e c o v e r e d  w e r e  i n  t h e  
c y t o p l a s m i c  a n d  o u t e r  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  o f  s t r a i n  MS-1 
c e l l s ,  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  1 3 ) .
E l e c t r o p h o r e t o g r a m s  o f  e a c h  s o l u b l e  f r a c t i o n  ( F i g .  
1 4 ,  l a n e s  4 - 7 )  e x h i b i t e d  s i m i l a r  p r o t e i n  b a n d i n g  
p a t t e r n s .  I n  e a c h  o f  t h e s e  f r a c t i o n s ,  m o r e  t h a n  60 
p r o t e i n s  w e r e  e v i d e n t  i n c l u d i n g  s e v e r a l  m a j o r  p r o t e i n s  
w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  r a n g i n g  b e t w e e n  2 8 , 0 0 0  a n d  8 5 , 0 0 0  
d a l t o n s .  F o u r  p r o t e i n s  w i t h  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t s  
o f  2 9 , 0 0 0 ,  4 1 , 0 0 0 ,  4 4 , 5 0 0  a n d  4 5 , 0 0 0  d a l t o n  w e r e  u n i q u e  
t o  t h e  p e r i p l a s m  ( F i g .  1 4 ,  l a n e s  4 - 7 ) .  The c y t o p l a s m i c  
m e m b r a n e  ( F i g .  1 4 ,  l a n e  3)  c o n t a i n e d  t h r e e  m a j o r  p r o t e i n s  
( 1 6 , 5 0 0 ,  5 6 , 0 0 0  a n d  8 5 , 0 0 0  d a l t o n s )  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e
p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n .  The  o u t e r  m e m b r a n e  ( F i g .  1 4 ,  l a n e
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2)  a n d  p e r i p l a s m i c  f r a c t i o n s  ( F i g .  1 4 ,  4 - 7 )  c o n t a i n e d  f e w  
p r o t e i n s  i n  c o mmo n .
S o l u b l e  f r a c t i o n s  o b t a i n e d  b y  F / T ,  c h l o r o f o r m  
t r e a t m e n t ,  o s m o t i c  s h o c k  o r  F r e n c h  p r e s s  d i s r u p t i o n  o f  
s t r a i n  MS-1 c e l l s  c o n t a i n e d  s u b s t a n c e s  w i t h  a b s o r p t i o n  
s p e c t r a  ( F i g .  15)  t y p i c a l  o f  c 5 5 1 - t y p e  h e m e s  ( m a x i m a  a t  
4 1 9 ,  5 2 2  a n d  551 n m ) .  S p e n t  g r o w t h  m e d i u m  a n d  c e l l  w a s h  
f l u i d s  o f  JU m a g n e i a i a f i t l f i u a i  c o n c e n t r a t e d  1 0 0 - f o l d  d i d  
n o t  c o n t a i n  d e t e c t a b l e  q u a n t i t i e s  o f  p r o t e i n  o r  c - t y p e  
h e m o p r o t e i n s .
I n  a  c o m p a r i s o n  o f  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n  (OMP) 
p r o f i l e s  f r o m  a m m o n i u m  c u l t u r e d  c e l l s  o f  At  
m a e n f i iQ ia a i i e a f f l  s t r a i n s  m s - 1 w i t h  c e i l s  o f  At  
f f l a s n s i a i a a i i f i U i n  s t r a i n  NM- 1Aa i t  i s  r e a d i l y  a p p a r e n t  t h a t  
t h e  p r o f i l e s  o f  MS-1 a n d  NM-1Aa a r e  v e r y  s i m i l a r  ( F i g .
1 6 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  OMP p r o f i l e  f r o m  At A A a c s a n i i  i s  
q u i t e  d i s t i n c t  f r o m  e i t h e r  MS-1 o r  NM-1Aa OMP p r o f i l e s  
( F i g .  1 6 ) .
T h e  e f f e c t s  o f  F / T  o n  s t r a i n  M S - 1  c e l l s  w e r e  
e v a l u a t e d  by  t h e  p l a t e  a s s a y  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .
O n l y  1 - 7  $  o f  t h e  n u m b e r  o f  c o n t r o l  ( n o n - F / T )  c e l l s  w e r e  
r e c o v e r e d  a s  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  f o l l o w i n g  F / T .
S u r v i v o r s  w e r e  m a g n e t o t a c t i c .  F / T  t r e a t e d  c e l l s  when  
n e g a t i v e l y  s t a i n e d  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  a n d  o b s e r v e d  b y  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  l a c k e d  f l a g e l l a  b u t  a p p e a r e d
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o t h e r w i s e  s t r u c t u r a l l y  i n t a c t  a s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  
c e l l s .  T h e y  r e t a i n e d  t h e i r  h e l i c a l  m o r p h o l o g y  a n d  d i d  
n o t  f o r m  s p h e r o p l a s t s  o r  s h o w b l e b b i n g .
Our  r e s u l t s  i n d i c a t e  F / T  p r o v i d e s  a  r a p i d ,  s i m p l e ,  
r e p r o d u c i b l e  m e t h o d  o f  s e l e c t i v e l y  r e l e a s i n g  p e r i p l a s m i c  
s u b s t a n c e s  i n c l u d i n g  t h e  s o l u b l e  C g g ^ - t y p e  h e m o p r o t e i n s  
f r o m  As. o a e U f i i f l i a e i i a U E  w i t h o u t  r e c o u r s e  t o  c h e m i c a l  
t r e a t m e n t s .
We h a v e  a p p l i e d  F / T  t o  c e l l s  o f  A*, i i s r . 3 2 I l . i i  and
A . z s s E i £ i l i u a  l i f i s f e r u m  a n d  o b t a i n e d  s p e c t r a l  e v i d e n c e  
f o r  r e l e a s e  o f  c - t y p e  h e m o p r o t e i n s  f r o m  t h e s e  o r g a n i s m s  
a s  w e l l  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  R e c e n t l y ,  F / T  wa s  a p p l i e d  t o  
c e l l s  o f  n i n e  g e n e r a  o f  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a .  The 
m e t h o d  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  c h l o r o f o r m  m e t h o d  ( Ame s  e t  
a l .  1 9 8 4 )  f o r  t h e  r e l e a s e  o f  p e r i p l a s m  ( B. E.  E r i b o ,  S. 
D. L a l l  a n d  J .  M. J a y ,  A b s t r .  A n n u .  M e e t .  Am. S o c .  
M i c r o b i o l .  1 9 8 7 ,  1 1 5 2 ,  p .  1 9 7 ) .
I n  c o n c l u s i o n ,  F / T  i s  a  s e l e c t i v e  m e t h o d  f o r  
o b t a i n i n g  p e r i p l a s m  f r o m  c e l l s  o f  As.  ffla£J3 S i 2 t a G i i s j i f f l .  
T h i s  m e t h o d  h a d  s e v e r a l  a d v a n t a g e s  o v e r  c o n v e n t i o n a l  
t e c h n i q u e s  u s e d  t o  o b t a i n  p e r i p l a s m  f r o m  A. 
ff ia £ H £ ia ia s iiS l» m - T h e s e  i n c l u d e  ( i )  t h e  a b s e n c e  o f  
c h e m i c a l  t r e a t m e n t  s u c h  a s  w i t h  l y s o z y m e ,  c h l o r o f o r m ,  
t o l u e n e  o r  EDTA,  ( i i )  t h e  r a p i d  a n d  s e l e c t i v e  r e c o v e r y  
o f  p e r i p l a s m i c  s u b s t a n c e s  i n c l u d i n g  e n z y m e s ,  a n d  ( i i i )  
l a c k  o f  a p p a r e n t  g r o s s  c e l l  d a m a g e .
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FIGURE 1 4 .  S i l v e r  s t a i n e d  SDS-PAGE o f  J ia u a S E iE A llU lB  
JS££Qet f i i a e i i f i . l l  11 c e l l  p r o t e i n s .  La n e  1 . m o l e c u l a r  w e i g h t  
s t a n d a r d s  i n  k d a l .  L a n e  2 ,  o u t e r  m e m b r a n e  f r a c t i o n .  La ne  
3 ,  i n n e r  m e m b r a n e  f r a c t i o n .  L a n e  4,  p e r i p l a s m / c y t o p l a s m  
f r a c t i o n .  L a n e  5 ,  p r o t e i n s  o b t a i n e d  b y  t h e  f r e e z e / t h a w  
m e t h o d .  L a n e  6,  p r o t e i n s  r e l e a s e d  by  o s m o t i c  s h o c k .
L a n e  7 .  p r o t e i n s  o b t a i n e d  w i t h  1 y s o  z y m e -  EDT A t r e a t m e n t .  
E a c h  l a n e  c o n t a i n e d  3 . 5  pg  p r o t e i n .  D a s h e s  i n d i c a t e  
p r o t e i n s  r e s t r i c t e d  t o  t h e  p e r i p l a s m .
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FIGURE 1 5 .  R e d u c e d  m i n u s  o x i d i z e d  d i f f e r e n c e  s p e c t r a  o f  
s o l u b l e  p r o t e i n s  o f  A a u a a E i c i l l u a i  n i a g i i e i f i i a a i i a u i i i  
o b t a i n e d  by f r a c t i o n a t i o n  u s i n g :  A. F r e e  z i n g / t h a w i n g  
m e t h o d  ( 0 . 7  mg p r o t e i n ;  a b s o r b a n c e  d i v i s i o n s  = 0 . 0 4 5 ) .
B. S c h n a i t m a n  p r o c e d u r e  ( 0 . 9  mg p r o t e i n ;  a b s o r b a n c e  
d i v i s i o n s  = 0 . 2 6 0 ) .  C. C h l o r o f o r m  t r e a t m e n t  ( 0 . 0 4  mg 
p r o t e i n ;  a b s o r b a n c e  d i v i s i o n s  = 0 . 0 4 5 ) .  D. O s m o t i c  s h o c k  
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FIGURE 16 .  SDS-PAGE o f  OMPs f r o m  c e l l s  o f  A* 
H lS £ a S .i2 ia £ .i i£ l i t t  s t r a i n s  MS-1 a n d  NM- 1Aa a n d  JU
L a n e  1 = MS - 1  , L a n e  2 = N M - 1 A a ,  L a n e  3 = Aj. 
i i S E S f l n i i .  A p p r o x i m a t e l y  15 | ig p r o t e i n  w a s  a p p l i e d  p e r  
l a n e .  The  g e l  w a s  s u b s e q u e n t l y  s t a i n e d  w i t h  s i l v e r  
( O a k l e y  e t  a l .  1 9 8 0 ) .
1 5 5
- 9 2 . 5
- 6.6.2
- 4 5 . 0
- 3 1 . 0
- 2 1 .5
- 1 4 . 4
TABLE 13 .  M e m b r a n e  m a r k e r s  i n  c e l l  f r a c t i o n s  o f
a. m a s n e i a i a s i i s i i a  ■
F r a c t i o n a t i o n  T o t a l  KDO T o t a l  SDHa
M e t h o d  ( mg)  ( u n i t s  x 10 )
T r i t o n  X - 1 0 0 / M g C l ?
( S c h n a i t m a n .  19B1)
OMP 1330  30
P e r i p l a s m / C y t o p l a s m  6 0 . 9
CMP 149  2 0 0
C h l o r o f o r m
( Ames  e t  a l . 1 9 8 4 )
P e r i p l a s m  11 0 . 9
O s m o t i c  s h o c k
( Neu a n d  H e p p e l ,  1 9 6 5 )
P e r i p l a s m  16 2 . 0
F r e e z e / T h a w  
( t h i s  s t u d y )
P e r i p l a s m  20  5 . 0
a  - 1  -1j u mo l e s  c y t o c h r o m e  c r e d u c e d  * mg p r o t e i n *  mi n
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A C K N O W L E D G E M E N T S
T h i s  r e s e a r c h  w a s  c o n d u c t e d  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  
L a w r e n c e  P a o l e t t i  a n d  N a n c y  B l a k e m o r e .  I  t h a n k  Y u r i  
G o r b y  f o r  a s s i s t i n g  w i t h  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  T h i s  
r e s e a r c h  w a s  s u p p o r t e d  by NSF g r a n t  DMB- SSI SS^O a n d  ONR 
c o n t r a c t  N 0 0 0 1 4 - 8 5 - K - 0 5 0 2 .
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APPENDIX
A P P E N D I X  B
PHOTON T H A N S L O C A T I O N  METHODS
The m e t h o d  f o r  c o n d u c t i n g  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  
e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  I s  t h a t  o f  S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l  
( 1 9 7 0 )  a s  m o d i f i e d  b y  K r i s t j a n s s o n  e t  a l .  ( 1 9 7 8 ) ,  
L e i b o w i t z  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) ,  C a s t i g n e t t i  a n d  H o l l o c h e r  
( 1 9 8 3 ) .  T h e r e  a r e  t w o  d i s t i n c t l y  d i f f e r e n t  a p p r o a c h e s  
t o  c o n d u c t i n g  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  e x p e r i m e n t s .  One 
a p p r o a c h  i s  t o  w o r k  w i t h  c e l l s  d e p l e t e d  o f  e n d o g e n o u s  
r e d u c t a n t  a n d  t o  a d d  v a r i o u s  e x o g e n o u s  s u b s t r a t e s  
( d e  V r i e s  e t  a l .  1 9 8 2 ,  L a w f o r d  a n d  H a d d o c k ,  1 9 7 3 ) -  
T h e  o t h e r  i s  t o  u s e  w a s h e d  c e l l s  h a r v e s t e d  d u r i n g  t h e  
e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  g r o w t h  a n d  c o n t a i n i n g  a d e q u a t e  
e n d o g e n o u s  s u b s t r a t e  ( S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l -  1 9 7 0 ;  
C a s t i g n e t t i  a n d  H o l l o c h e r ,  1 9 8 3 ;  B a z y l i n s k i  e t  a l .  1 9 8 6 )  
b u t  l i m i t e d  f o r  o x i d a n t .
B e f o r e  i n i t i a t i n g  s t u d i e s  o n  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  I  
r e c o m m e n d  r e a d i n g  S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l ' s  1970  a r t i c l e  a s  
w e l l  a s  J o n e s '  b o o k  B a c t e r i a l  R e s p i r a t i o n  a n d  
P h o t o s y n t h e s i s  ( 1 9 8 2 ) ,  i n  p a r t i c u l a r  c h a p t e r  2 .
M a t e r i a l s :
-  pH m e t e r :  Be c k ma n  A l t e x  pH m e t e r  M o d e l  71 F u l l e r t o n .  CA
-  pH p r o b e :  M a r k s o n  p e n c i l  ( s e m i - M i c r o )  s i z e  M o d e l  K —11115
V a l u e  M a r k :  15 cm l e n g t h ,  6 mM c i r c u m f e r e n c e
( M a r k s o n  7 8 1 5  S- 4 6 t h  S t r e e t ,  P h o e n i x ,  AZ 8 5 0 4 4 - 5 3 9 9 )
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-  c h a r t  r e c o r d e r :  H o u s t o n  I n s t r u m e n t s  O m n i S c r i b e  C h a r t  
R e c o r d e r  8 5 0 0  C a m e r o n  R d . ,  A u s t i n ,  T e x a s  7 8 7 5 3
-  s y r i n g e s :  S u p e l c o ,  I n c .  S u p e l c o  P a r k .  B e l l e f o n t e .  PA
1 6  8 2 3 - 0 0 4 8
U n i m e t r i c s  U n i v e r s a l  C o r p o r a t i o n  s y r i n g e s  
s i z e  5 p i  m o d e l  5 0 0 5 R
10 p i  TP501OTLC
25 p i  T P 5 0 2 5  TLC
50 p i  TP 5 0 5 0
-  s e r u m  v i a l s  2 - 1 0  m l :  P i e r c e  C h e m i c a l  Co.  P .  0-  Box 117
R o c k f o r d .  I L  6 1 1 0 5
-  s t i r  b a r  o f  s i z e  a p p r o p r i a t e  f o r  a  3 - m l  r e a c t i o n  
c h a m b e r
-  b u t y l  r u b b e r  s e p t u m  s t o p p e r  f o r  r e a c t i o n  v e s s e l :  P i e r c e  
C h e m. Co.
-  s l i p - o n  s e p t u m  f o r  s e r u m  v i a l s  o f  o x i d a n t  s p e c i e s :  
P i e r c e  Che m.  Co.
-  f r e e  N2 g a s  ( Wesco G a s .  Co.  P o r t s m o u t h ,  NH)
-  a p p r o p r i a t e l y  s i z e d  n e e d l e s  f o r  i n j e c t i o n  a n d  g a s  
e s c a p e  p o r t s  o f  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l
i s a l s : a l l  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o .  S t -  L o u i s ,  MO 
u n l e s s  i n d i c a t e d  o t h e r w i s e
-  1 5 0  mM KCL,  pH 7 . 1 0
-  h y d r o c h l o r i c  a c i d  J . T .  B a k e r  C h e m i c a l  Co.
P h i l l i p s b u r g - NJ a n a l y t i c a l  g r a d e  d i l u t e d  t o  100  mM 
i n  150 mM KCL
-  NaNO- ,  NaNOo,  F e C l n ,  f e r r i c  q u i n a t e .  Mn02 , ( a l l  2 mM) 
i n  150 mM K C l .
-  0 2 : S u p e l c o .  I n c .  S c o t t  S p e c i a l t y  G a s e s  
s o l u b i l i t y  o f  o x y g e n  i n  1 5 0  mM KC1 a t  23  0 C i s
1 . 1 6  mM p e r  a t m o s p h e r e  ( C h a p p e l l ,  1 9 6 4 ;  H o l l o c h e r  e t  a l .  
1 9 8 2 )
-  NaOH ( 1 0 0  mM) i n  150 mM KCl
-  c a r b o n i c  a n y d r a s e ,  t r i p h e n y l m e t h y 1 p h o s p h o n i u m  (TPMP+ ) 
( e a c h  10 mM) i n  150 mM K C l .
T h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  TPMP+ t h a t  w a s  o p t i m a l  f o r
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e x p e r i m e n t s  w i t h  A. m a E Q e i ° i a £ £ i ° l lB  w a s  0 . 6  mM. 7 . 2  0 
c a r b o n i c  a n h y d r a s e  w a s  a d e q u a t e  t o  p r e v e n t  a c i f i c a t i o n  
b y  c a r b o n i c  a c i d .  F o r  e a c h  c e l l  t y p e  t h e  o p t i m a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t o n o p h o r e  o r  p e r m e a n t  i o n  m u s t  f i r s t  
b e  d e t e r m i n e d  ( b y  m e a s u r i n g  t h e  m i n i m u m  q u a n t i t y  o f  
p r o t o n o p h o r e  g i v i n g  t h e  ma x i mum H+ / g  a t o m  o x i d a n t )  
s i n c e  a b o v e  a c e r t a i n  c o n c e n t r a t i o n  t h e y  c a n  a c t  a s  
u n e o u p l e r s  o f  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  ( e . g .
L e i b o w i t z  e t  a l .  1 9 8 2 )
-  c a r b o n y l  c y a n i d e - m -  c h l o r o p h e n y l  h y d r a z o n e  (CCCP) (2 
mM) i n  95% E t h a n o l
M e t h o d s :
E r .e E a c a i . io n  o f  c h e m i c a l s  As d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  t w o  
o f  t h i s  t h e s i s  a n d  b y  S h o r t  a n d  B l a k e m o r e  ( 1 9 8 6 ) ,  a l l  
c h e m i c a l s  t o  b e  t e s t e d  a s  o x i d a n t s ,  a s o l u t i o n  o f  150  mM 
K C l ,  1 0 0  mM NaOH,  a n d  100  mM HC1 a r e  p r e p a r e d  i n  g a s -  
t i g h t  s e r u m  v i a l s  a s  d i s s o l v e d  g a s s e s  o r  s o l i d s  i n  150 
mM KCl a n d  m a d e  a n a e r o b i c  b y  f i r s t  h e a t i n g  t h e  c o n t e n t s  
t o  1 15 -55° C a n d  t h e n  c o o l i n g  t h e m  w i t h  r e p e a t e d  
e v a c u a t i o n  o f  t h e  h e a d s p a c e ,  f o l l o w e d  b y  r e p l a c e m e n t  
w i t h  1 a t m  ( 1 0 1 . 2 9  k P a )  o f  0 2 - f r e e  N2 i m m e d i a t e l y  p r i o r  
t o  u s e .  F o r  t e s t s  w i t h  02 , a  k n o w n  q u a n t i t y  o f  p u r e  02 
i s  e q u i l i b r a t e d  i n  4 ml  o f  1 5 0  mM KCl  i n  a  9 - m l  s e r u m  
v i a l  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  TPMP+ c a r b o n i c  
a n h y d r a s e ,  a n d  CCCP a r e  e v a c u a t e d  s e v e r a l  t i m e s  a n d  
r e p l a c e d  w i t h  0 2 - f r e e  N2 . A l l  c h e m i c a l s  w e r e  p r e p a r e d  
i n  t h e  s a m e  m a n n e r  e a c h  t i m e  j u s t  p r i o r  t o  u s e .
E E S C a c a i i f in  fi£  E E llS .:  C e l l s  a r e  h a r v e s t e d  i n  t h e  
e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  g r o w t h  a s  d e s c r i b e d  ( S h o r t  a n d  
B l a k e m o r e -  1 9 8 6 )  a n d  k e p t  o n  i c e  f o r  i m m e d i a t e  u s e .
E u l S f i  E 2 E £ r i E £ C t s :
The  r e a c t i o n  v e s s e l  i s  a 5 - m l  v i a l  c o n t a i n i n g  a 
s m a l l  m a g n e t i c  s t i r  b a r  a n d  f i t t e d  w i t h  a r u b b e r  
c l o s u r e .  A c o m b i n a t i o n  pH e l e c t r o d e  a n d  n e e d l e s  f o r  g a s  
i n l e t ,  g a s  o u t l e t ,  a n d  o x i d a n t  s a m p l e  i n j e c t i o n  a r e  
i n s e r t e d  t h r o u g h  t h e  c l o s u r e  ( F i g .  1 7 ) .  A pH m e t e r  i s  
u s e d  w i t h  a  r e c o r d e r  s e t  t o  0 . 1  pH u n i t ,  f u l l  s c a l e .  To 
a 2 - m l  c e l l  s u s p e n s i o n  ( i n  KCl )  i n  t h e  v i a l  a r e  a d d e d  
0 . 6  mM TPMP+ a n d  7 . 2  U c a r b o n i c  a n h y d r a s e .  The  c o n t e n t s  
a r e  t h e n  f l u s h e d  w i t h  02 - f r e e  N2 a n d  c o n t i n u o u s l y  
s t i r r e d  f o r  1 5 - 2 0  m i n  t o  r e n d e r  t h e m  a n a e r o b i c  a n d  t o  
a l l o w  t h e  pH b a s e l i n e  t o  s t a b i l i z e .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  
pH o f  t h e  s u s p e n s i o n  i s  a d j u s t e d  t o  c a .  7 . 1  w i t h  a n
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a n a e r o b i c  s o l u t i o n  o f  0. 01 N NaOH.  The  s o l u t i o n  i s  
c o n t i n u o u s l y  s t i r r e d  a n d  s p a r g e d  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .
C h e c k  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l s  
s u s p e n s i o n ,  b y  m e a s u r i n g  t h e  pH d e f l e c t i o n  u p o n  a d d i n g  a 
k n o w n  q u a n t i t y  o f  p r o t o n s  ( a s  HC1) .  By d e t e r m i n i n g  t h e  
n u m b e r  o f  p r o t o n s  w h i c h  w i l l  a l t e r  t h e  pH b y  a  c e r t a i n  
n u m b e r  o f  u n i t s  (H+ / p H u n i t )  y o u  w i l l  l a t e r  be  a b l e  t o  
q u a n t i f y  t h e  p u l s e  c u r v e s ,  b y  m e a s u r i n g  t h e  d e f l e c t i o n  
( a c i d i f i c a t i o n )  a n d  d e t e m i n e  t h e  q u a n t i t y  o f  H+ 
t r a n s l o c a t e d  p e r  g a t o m  o x i d a n t .  R e p e a t  t h i s  
d e t e r m i n a t i o n  a  f e w  t i m e s  a n d  a v e r a g e .
N e x t ,  i n j e c t  a  c o n t r o l  s o l u t i o n  o f  KCl  p r e p a r e d  a s  
w e r e  a l l  o x i d a n t  s p e c i e s  a n d  o b s e r v e  w h e t h e r  y o u ' v e  
s u c c e s s f u l l y  p r e p a r e d  a n a e r o b i c  s o l u t i o n s .  W h e n e v e r ,  
t h e  pH f a l l s  b e l o w  7 . 0 0  r e a d j u s t  t o  c a .  7 . 1  w i t h  b a s e .  
W i t h  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  
q u a n t i f i e d  a n d  y o u r  f i r s t  c o n t r o l  c h e c k  c o m p l e t e  y o u ' r e  
r e a d y  t o  c o n t i n u e  w i t h  t h e  p u l s e  e x p e r i m e n t s .
Add o x i d a n t  s p e c i e s  i n  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  i n  
r e p l i c a t e .  I f  a  p a r t i c u l a r  o x i d a n t  d o e s  n o t  p r o d u c e  a 
p u l s e  o f  p r o t o n s ,  v a r y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t o n o p h o r e  
o r  t r y  o t h e r  i o n o p h o r e s  o r  p e r m e a n t  i o n s .  P e r i o d i c a l l y  
a n d  c a l c u l a t e  t h e  me a n  v a l u e  o f H + t r a n s l o c a t e d  p e r  g 
a t o m  o x i d a n t  t o  e n s u r e  t h a t  e n d o g e n o u s  s u b s t r a t e s  a r e  
s u f f i c i e n t  ( I . e .  n o t  d e p r e s s i n g  H+ / o x i d a n t  r a t i o s ) .
T e s t  s e v e r a l  c e l l  s u s p e n s i o n s ,  w i t h  n u m e r o u s  
i n j e c t i o n s  o f  e a c h  o x i d a n t ,  a d d  CCCP ( 0 . 5  j jM f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n )  a n d  t e s t  w h e t h e r  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  i n  
r e s p o n s e  t o  e a c h  o x i d a n t  s p e c i e s  i s  a b o l i s h e d .  I n c r e a s e  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  CCCP a s  n e c e s s a r y .
As  a f i n a l  c o n t r o l  i n j e c t  t h e  v a r i o u s  o x i d a n t  
s p e c i e s  w i t h  k i l l e d  c e l l s  a n d  i n t o  a n  a n a e r o b i c  s o l u t i o n  
o f  1 5 0  mM KCl  + TP MP + + c a r b o n i c  a n h y d r a s e  a n d  e n s u r e  
t h a t  t r u e  p r o t o n  t r a n s l o c a t i o n  " p u l s e s "  w e r e  o b s e r v e d .
C a l c u l a t e  t h e  n u m b e r  o f  p r o t o n s  t r a n s l o c a t e d  p e r  g 
a t o m  o f  o x i d a n t .  P u l s e  a m p l i t u d e s  a r e  q u a n t i f i e d  b y  
u s i n g  t h e  g r a p h i c  m e t h o d s  o f  S c h o l e s  a n d  M i t c h e l l  
( 1 9 7 0 ) .
1 6 5
F I G U R E  1 7 .  S c h e m a t i c  o f  t h e  r e a c t i o n  v e s s e l  f o r  p r o t o n  
t r a n s l o c a t i o n  e x p e r i m e n t s .
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g a s
I n j e c t i o n  p o r t
2 ml  w as h ed  c e l l  
s u s p e n s i o n  +
TPMP+ a n d  
c a r b o n i c  a n h y d r a s eo
magnetic s t i r  bar
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PEROXIDASE AND SDPEROXIDE DISMOTASE
A l l  b a c t e r i a  w h i c h  r e s p i r e  w i t h  o x y g e n ,  o r  g r o w  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n ,  e x p e r i e n c e  t o x i c i t y  t o  o x y g e n  o r  
t o  o x y g e n - g e n e r a t e d  r e a c t i v e  s p e c i e s .  S u p e r o x i d e  
d i s m u t a s e  (SOD) ,  c a t a l a s e ,  a n d  p e r o x i d a s e ,  a r e  e n z y m e s  
v a r i a b l y  e x p r e s s e d  by b a c t e r i a l  c e l l s ,  w h i c h  p r o t e c t  t h e  
c e l l  f r o m  t h e s e  r e a c t i v e  s p e c i e s .  A e r o b i c  b a c t e r i a  
u s u a l l y  e x p r e s s  a l l  3 e n z y m e s .  A n a e r o b i c  b a c t e r i a  may 
o r  may n o t  e x p r e s s  SOD a n d  p e r o x i d a s e ,  b y  do n o t  e x p r e s s  
c a t a l a s e .  T h i s  a p p e n d i x  d e s c r i b e s  a s s a y s  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  p e r o x i d a s e  a n d  SOD a c t i v i t y  i n  c e l l -  
f r e e  s o l u b l e  p r e p a r a t i o n s .  P e r o x i d a s e  a n d  SOD p r o t e i n s  
h a v e  d i s t i n c t  f u n c t i o n s  a n d  i n  t a n d e m  c o n v e r t  s u p e r o x i d e  
r a d i c a l  ( 0 2 " )  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( H2 0 2 ) t o  w a t e r  a n d  
m o l e c u l a r  o x g y e n .  T h e s e  r e a c t i o n s  a r e  s u m m a r i z e d  b e l o w :
SOD
SOD: 2 02 + 2 H+ —------ ^  02 + H2 0 2
P e r o x i d a s e :  c a t a l y z e  t h e  o x i d a t i o n  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s ,  
by  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  w h i c h  i s  i n  t u r n  r e d u c e d  t o  w a t e r .  
The r e a c t i o n  i s  a  2 - s t e p  p r o c e s s  w i t h  r e g e n e r a t i o n  o f  
t h e  e n z y m e  o c c u r r i n g  i n  t h e  s e c o n d  r e a c t i o n .
p e r o x i d a s e  + H2 O2   -----> c o m p o u n d
c o m p o u n d  + AH2  > p e r o x i d a s e  + 2 ^ 0  + A
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S p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y s  f o r  SOD a n d  p e r o x i d a s e  
a c t i v i t y  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d .  A l l  e m p l o y  c e l l - f r e e  
e x t r a c t s .  P r i o r  t o  a n a l y s i s ,  e x t r a c t s  s h o u l d  be  
d i a l y z e d  a g a i n s t  50 mM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH
6 . 8  a t  4 °  C f o r  8 - 1 6  h .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  
f o r  e a c h  f r a c t i o n  a f t e r  d i a l y s i s  i s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  
p r o c e d u r e  o f  L o w r y  e t  a l .  ( 1 9 5 1 ) .
SOD s p e c t r o p h o t o m e t r i c  k i n e t i c  a s s a y :  B e c a u s e  o f  t h e
i n s t a b i l i t y  o f  t h e  s u p e r o x i d e  r a d i c a l  ( t h e  s u b s t r a t e  f o r  
SOD) t h e  a s s a y  i s  i n d i r e c t  a n d  d e p e n d s  on t h e  a b i l i t y  o f  
SOD t o  s c a v e n g e  s u p e r o x i d e  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  
t h u s  t o  c o m p e t i t i v e l y  i n h i b i t  r e a c t i o n s  c a u s e d  b y  Og- . 
T h e  a s s a y  d e s c r i b e d  b e l o w  wa s  d e v e l o p e d  by  B e a u c h a m p  a n d  
F r i d o v i c h  ( 1 9 7 1 ) .  I n  t h i s  a s s a y  a  f l u x  o f  Og” i s  
g e n e r a t e d  b y  t h e  a e r o b i c  a c t i o n  o f  x a n t h i n e  o x i d a s e  on  
x a n t h i n e .  N i t r o  b l u e  t e t r a z o l i u m  (HBT) r e a c t s  w i t h  t h e  
O - -  r a d i c a l  w h i c h  u p o n  r e d u c t i o n  f o r m s  b l u e  f o r m a z a n
max = n m) .  T h e r e f o r e .  SOD a c t i v i t y  i s  m e a s u r e d  b y
o b s e r v i n g  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  
b l u e  f o r m a z a n .  B e a u c h a m p  a n d  F r i d o v i c h  ( 1 9 7 1 )  d e f i n e d  
o n e  u n i t  o f  SOD a s  t h e  a m o u n t  o f  e n z y m e  g i v i n g  50 % 
i n h i b i t i o n  o f  a  d e f i n e d  r a t e  (AA^gQ m i n  = 0 . 0 1 6 5 )  o f  
r e d u c t i o n  o f  NBT. I t  i s  i m p o r t a n t  n o t  t o  e x c e e d  
a p p r o x i m a t e l y  50 % i n h i b i t i o n  s i n c e  i n h i b i t i o n  i s  n o t  
l i n e a r  b e y o n d  t h i s  v a l u e  ( s e e  B e a u c h a m p  a n d  F r i d o v i c h .
1 9 7 1 )  .
E raiaaal Ear K inaiia A^sajc a l  SfiD a a e e i i i s  aeii.yi£.y:
( a )  R e a g e n t s -  S i g ma  C h e m i c a l  Co .  S t -  L o u i s ,  MO
-  R e a c t i o n  m i x t u r e  ( p e r  100 ml  r e a g e n t  g r a d e  H2 O)
0 . 4 2  g NaHCOo ( 5 . 0  x 1 0 ~ 2 M)
2 . 0  mg n i t r o  b l u e  t e t r a z o l i u m  ( 2 . 5  x 10 M)
1 . 5 2  mg x a n t h i n e  ( 1 . 0  x 10 M)
3 . 8  mg EDTA ( 1 . 0  x 1 0 - 4  M)
A d j u s t  pH t o  1 0 . 2  w i t h  NaOH.
-  X a n t h i n e  o x i d a s e  ( f r o m  b u t t e r m i l k :  S i g m a  No.  x - 4 5 0 0 )
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( b )  P r o c e d u r e -  S e t  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  t o  5 6 0  nm.
The  a s s a y  s h o u l d  be  p e r f o r m e d  i n  s u b d u e d  l i g h t .  Add 3-0 
m l  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  t o  a  c u v e t t e ,  a n d  l e t  t h i s  
i n c u b a t e  f o r  3 m i n  t o  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n .  F i r s t ,  
d e t e r m i n e  t h e  q u a n t i t y  o f  x a n t h i n e  o x i d a s e  t o  a d d  t o  t h e  
r e a c t i o n  m i x t u r e  t o  g i v e  a  r a t e  o f  i n c r e a s e  i n  a b s o r ­
b a n c e  ( a  r e s u l t  o f  b l u e  f o r m a z a n )  o f  0 . 0 1 6 5 / m i n  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  SOD.  T h i s  q u a n t i t y  o f  x a n t h i n e  o x i d a s e  i s  
a d d e d  t o  e a c h  c u v e t t e  d u r i n g  t h e  e n z y m e  a s s a y .  T h e n ,  
d e t e r m i n e  t h e  q u a n t i t y  o f  c e l l - f r e e  e x t r a c t  w h i c h  
i n h i b i t s  t h e  r a t e  o f  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  b y  50  % o r  
l e s s .  S p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  e q u a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  u n i t s  
p e r  mg p r o t e i n .
( c )  An e x a m p l e -  I t  i s  d e t e r m i n e d  t h a t  5 p i  x a n t h i n e  
o x i d a s e  a d d e d  t o  3 . 0  ml  r e a c t i o n  m i x t u r e  r e s u l t s  i n  A 
A g g Q - m i n -  ^ = 0 . 0 1 6 5 .  N e x t ,  20 p i  o f  c e l l - f r e e  e x t r a c t  
i s  a d d e d  t o  3 . 0  ml  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  a  b a s e l i n e  
e s t a b l i s h e d ,  a n d  t h e n  5 jul  x a n t h i n e  o x i d a s e  i s  a d d e d .
I f  t h e  r a t e  o f  i n h i b i t i o n  e x c e e d s  50 ? ,  t h e  q u a n t i t y  o f  
c e l l - f r e e  e x t r a c t  a d d e d  i s  d e c r e a s e d .  H o w e v e r ,  i n  t h i s  
e a s e .  20  p i  o f  c e l l - f r e e  e x t r a c t  i n h i b i t e d  t h e  r e a c t i o n  
r a t e  by  40 % ( A A  m i n " '  = 0 . 0 0  9 9 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e r e  a r e  
0 . 8  u n i t s  SOD p e r  2 0  p i  e x t r a c t .  E x p r e s s  t h i s  a s  
u n i t s / m g  p r o t e i n .
P e r o x i d a s e  s p e c t o p h o t o m e t r i e  k i n e t i c  a s s a y :  I n  t h e
p r e s e n c e  o f  p e r o x i d a s e  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  3 , 3 ' -  
d i a m i n o b e n z i d i n e  (DAB) a c t s  a s  a e l e c t r o n  d o n o r  y i e l d i n g  
a s t a b l e  p o l y m e r ,  r e d  i n  c o l o r ,  a t  t h e  r e a c t i o n  s i t e .
Th e  r e d u c e d  DAB h a s  a n  a b s o r b a n c e  m a x i m u m  a t  4 82 nm.
W i t h  s u b s t r a t e  i n  e x c e s s ,  t h e  r a t e  o f  i n c r e a s e  i n  
a b s o r b a n c e  a t  4 82 nm i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  
p e r o x i d a s e  a c t i v i t y .  The  a s s a y  d e s c r i b e d  w a s  u s e d  by  
C l a r a  a n d  K n o w l e s  ( 1 9 8 4 ) .
E re ia sa l fa r  KAcaiis. Assay a l  Eaasxisiasa a s s s i l i s
S £ i i y i t y :
( a )  R e a g e n t s -  S i g m a  C h e m i c a l  Co.  S t . L o u i s .  M0
-  R e a c t i o n  m i x t u r e  ( p e r  100  ml  50 mM p o t a s s i u m
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2 )
1 9 . 8  mg DAB ( 0 . 5  mM) ( p o t e n t i a l  c a r c i n o g e n )
2 2 . 6  p i H2 0 2 ( 2 . 0  mM)
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( b )  P r o c e d u r e -  S e t  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  t o  *(82 n m .
P l a c e  2 - 9  ml  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  i n  a  c u v e t t e .  P l a c e  
t h e  c u v e t t e  i n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a n d  i n c u b a t e  3 mi n .  
Then  a d d  0 . 1 0  ml  o f  c e l l - f r e e  e x t r a c t  t o  t h e  c u v e t t e  a n d  
r e c o r d  A A / m i n .  S p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s A  
A/ mi n / mK p r o t e i n .
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L I T E R A T U R E  C I T E D
B e a u c h a m p ,  C . ,  a n d  I .  F r i d o v i c h -  1 9 7 1 .  S u p e r o x i d e  
d i s m u t a s e :  i m p r o v e d  a s s a y s  a n d  a n  a s s a y  a p p l i c a b l e  t o
a c r y l a m i d e  g e l s .  A n a l -  B i o c h e m .  4 4 :  2 7 6 - 2 8 7 .
C l a r a ,  R. W. ,  a n d  R.  K n o w l e s .  1 9 8 4 .  S u p e r o x i d e  
d i s m u t a s e ,  c a t a l a s e .  a n d  p e r o x i d a s e  i n  a m m o n i u m - g r o w n  
a n d  n i t r o g e n - f i x i n g  k r a s i l e n s s -  Can .  J .
M i c r o b i o l .  3 0 :  1 2 2 2 - 1 2 2 8 .
L o w r y ,  0 .  H . ,  N.  J .  R o s e b r o u g h ,  0 .  L.  F a r r ,  a n d  R. J .  
R a n d a l l .  1 9 5 1 .  P r o t e i n  m e a s u r e m e n t  w i t h  t h e  f o l i n  p h e n o l  
r e a g e n t .  J .  B i o l .  Che m.  1 9 3 :  2 6 5 - 2 7 5 .
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